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KIR Inwardly Rectifying Kaliumkanäle
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Na+ Natrium Ion
PDGF Platelet Derived Growth Factor
PKA Protein Kinase A
PKC Protein Kinase C
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RNA Ribo – Nuclein - Acid
SK Calcium aktivierte Kalium Kanäle mit geringer Leitfähigkeit
TEA Tetraethylammonium
WHO World Health Organization
ZNS Zentralnervensystem
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61. Zusammenfassung
In humanen Gliomzelllinien -  wie der von uns untersuchten Zelllinie 1321N1 -
werden Calcium-abhängige Kaliumkanäle mit großer Leitfähigkeit, auch BK-Kanäle
oder Kca1.1-Kanäle genannt, in hoher Zahl exprimiert. Die Aktivierung solcher Kanäle
wird durch Membrandepolarisierungen getriggert und durch einen Anstieg von
intrazellulärem Calcium verstärkt. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass dieser
Typ eines Kaliumkanals unter physiologischen Bedingungen aktiv bzw. aktivierbar ist.
Dennoch ist nach wie vor unklar, welche Rolle dieser Ionenkanaltyp für die
Tumorbiologie von Gliomen spielt.
Da Ionenkanäle allgemein an einer Vielzahl von zellulären Prozessen beteiligt sind,
stellte sich die Frage, in wie fern diese auch für die malignitätsbestimmenden
Eigenschaften von Tumorzellen (hier Gliomzellen) wie Proliferation oder Migration/
Invasion mitverantwortlich sind.
Da Untersuchungen von anderen Calcium-abhängigen Kaliumkanälen in anderen
humanen Zelllinien zu dem Ergebnis führten, dass verschiedene Aktivitätsstadien
des Kanals zu einer Beeinflussung der Zellmigration führten, sollte in der
vorliegenden Arbeit ein möglicher Einfluss des Calcium-abhängigen Kaliumkanals mit
großer Leitfähigkeit auf die Zellmigration von humanen Gliomzellen untersucht
werden.
Zur hochspezifischen Modulation der Aktivität der zu untersuchenden BK-Kanäle
fanden in der vorliegenden Studie die als BK-spezifisch bekannten Substanzen
Phloretin und NS1619 als Aktivatoren und Iberiotoxin, Paxilline und
Tetraethylammonium zur Inhibierung des Kanals Anwendung. Anhand von
Zeitrafferexperimenten konnte gezeigt werden, dass alle verwendeten Substanzen,
die durch einen direkten Angriff am BK-Kanal zu einer Aktivierung des Kanals
führten, in für den BK-Kanal spezifischer Konzentration zu einer fast 50%igen
Inhibierung der Migration der beobachteten Gliomzellen führten. Überdies zeigten
auch Experimente mit der in der Umgebung von Gliomen in erhöhter Konzentration
vorkommenden Substanz Azetylcholin, die indirekt über einen Anstieg des
intrazellulären Calciums zu einer Aktivierung des BK-Kanals führt, in etwa gleiche
Inhibierungsgrade der Migration. Wir schlussfolgern daraus, dass die Aktivierung von
BK-Kanälen zu einer Inhibierung der Migration von Gliomzellen führt, unabhängig
7von der Art der Aktivierung. Dieses Ergebnis wurde noch unterstrichen durch die
zusätzliche Applikation der BK-Kanal-inhibierenden Substanzen Paxilline und
Iberiotoxin zu den durch die BK-Kanal-Aktivatoren Phloretin, NS1619 und
Azetylcholin in der Migration inhibierten Gliomzellen. Diese Experimente zeigten eine
vollständige Reversibilität der Migrationshemmung und wiesen damit den
spezifischen Einfluss der BK-Kanalaktivität auf die Migration der Gliomzellen nach.
Wurden die BK-Kanal-inhibierenden Substanzen Paxilline, Iberiotoxin und
Tetraethylammonium dagegen allein appliziert, so hatte dies keinerlei Einfluss auf
das Migrationsverhalten der Zellen.
Weiteren Untersuchungen vorbehalten bleibt die Frage, in wie fern die in vitro
nachgewiesene Schlüsselposition des BK-Kaliumkanals für das Migrationsverhalten
von Gliomzellen auch in vivo eine Rolle spielt.
82. Einleitung
Gliome sind häufige Hirntumoren, die eine Reihe von Besonderheiten aufweisen.
Dazu zählt ihre diffuse Infiltration des umliegenden Hirngewebes. Diese gilt als ein
wesentlicher Faktor für die klinische Malignität, da durch die Invasion auch in einiger
Entfernung von der makroskopischen Tumor-Hirn-Grenze - im primär als gesund
angesehenen Hirngewebe - Tumorzellen gefunden werden können. Diese führen
auch nach erfolgter Tumorresektion und adjuvanter Chemo- und Radiotherapie
immer wieder zu Rezidiven und sind trotz fehlender Metastasierung für die oft
schlechte Prognose von Gliomen von großer Bedeutung.
Eine wichtige Grundvoraussetzung für dieses infiltrative Verhalten ist die Migration
(Zellwanderung). Diese wird von vielen Faktoren beeinflußt, so auch von
Ionenkanälen, die durch eine bessere technische Charakterisierbarkeit in den letzten
Jahren verstärkt in den Fokus des wissenschaftlichen Interesses gerückt sind. Ihre
Expression auf Gliomzellen variiert von der auf normalen Gliazellen. Dies lässt eine
funktionelle Bedeutung für das klinisch maligne Verhalten von Gliomen vermuten.
Der “Big Conductance” Kalium-Kanal (BK-Kanal) zählt zu jenen Kanälen, deren
Expression auf kultivierten Gliomzellen häufig beschrieben wird. Dennoch ist seine
funktionelle Rolle bisher weitgehend ungeklärt. Eine Bedeutung dieses Kanals für die
Biologie von Gliomen ist allerdings sehr wahrscheinlich, da er extrazelluläre Faktoren
und die Signalkaskade in der Zelle verbindet sowie mit Zytoskelettveränderungen
assoziiert ist. Dies lässt eine Rolle dieses Kanaltyps für die Migration von Gliomzellen
vermuten. Der Fragestellung, ob und in wie fern BK-Kanäle maßgeblich an der
Migration von Gliomen beteiligt sind, wird in der vorliegenden Arbeit anhand von
Zeitraffer-Experimenten an der humanen Astrozytom-Zellinie 1321N1 untersucht.
92.1. Klassifikation und Pathologie von primären Hirntumoren
Primäre Hirntumoren, die mit 75 % den Großteil aller Tumormanifestationen im
ZNS ausmachen und hier näher betrachtet werden sollen, leiten sich aus
Neuroepithel und damit assoziierten Geweben meso- oder ektodermalen Ursprungs
ab. Die anderen 25% der zentralen Tumoren bilden Metastasen vorwiegend von
Karzinomen und Melanomen (Merzak et al., 1997). Während die primären
Hirntumoren im Körper des Erwachsenen nur etwa 1-2% aller Tumormanifestationen
ausmachen, sind sie bei Kindern mit ca. 25% deutlich höher und stehen an zweiter
Stelle nach den Leukämien (Pilkington, 1997).
Die klinisch-histopathologische Klassifikation ermöglicht einen differenzierten Zugang
zu den einzelnen Subtypen von primären Hirntumoren. Primäre Hirntumoren leiten
sich von einer Vielzahl verschiedener Ursprungszellen ab, welche im Laufe des
Tumorgeschehens tumorspezifisch sowohl phänotypisch als auch genotypisch
modifiziert werden. Es wurde anhand morphologischer Kriterien eine Einteilung der
primären Hirntumoren vorgenommen, welche durch Einbinden von Daten zum
klinischen Verlauf eine Dignitätsbeurteilung mit einschloß. Dazu wurde durch die
WHO ein Graduierungssystem geschaffen, welches anhand histopathologischer
Merkmale wie Zelldichte, Kern- und Zellpolymorphie, Mitosen, Nekrosen,
Endothelproliferation und der Überlebenszeit die biologische Wertigkeit von
Hirntumoren insgesamt und von primären Hirntumoren speziell in Grad I bis Grad IV
unterteilt. Grad I entspricht dabei einem hochdifferenzierten, langsam wachsenden
Tumor mit guter Prognose und Grad IV einem äußerst aggressiven, schnell
wachsenden Tumor mit ungünstiger Prognose (Kleihues und Cavenee, 2000).
Tab. 1: Dignitätsbeurteilung von primären Hirntumoren
Zelldichte Polymorphie Mitosen Nekrosen Endothelprol.
Grad I 1 0 0 0 0
Grad II 2 0-1 0-1 0 0
Grad III 3 3 2-3 1-3 1
Grad IV 4 4 3-4 4 4*
0-fehlend, 1-vereinzelt, 2-mehrere, 3-zahlreiche, 4-viele, *- charakteristische Gefäßglomerula
(modifiziert nach Kleihues und Cavenee, 2000)
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Somit liegt eine Klassifikation der einzelnen Tumorklassen und deren Subtypen
anhand der vermuteten Ursprungszelle, der Lokalisierung im ZNS und der
Graduierung des Tumors durch den WHO Grad vor (siehe Tabelle 2). Im hier
dargestellten Auszug dieser Klassifikation sind nur die glialen Subtypen dargestellt,
da nur diese im Zusammenhang mit der von uns verwendeten Zelllinie stehen.
Tab. 2: Klassifikation von Gliomen in Auszügen aus dem WHO-Schema primärer
Hirntumoren
modifiziert nach Kleihues und Cavenee (2000)
Bedeutsam für Klinik und Prognose eines Patienten sind neben der histologischen
Klassifizierung des Tumors seine Lokalisation im Zentralnervensystem und die
Infiltration in angrenzende zerebrale Strukturen. Letztere findet in der WHO-
Graduierung teilweise Berücksichtigung. Pilozytische Astrozytome zum Beispiel sind
in der Regel gut abgegrenzt und daher häufig mikroskopisch in toto exstirpierbar,
Art Grad Vorzugslokalisation Charakteristik der Histologie
Astrozytome
-pilozytisches Astrozytom
-diffuses Astrozytom
-anaplastisches
 Astrozytom
-Glioblastom
I
II
III
IV
Grosshirn, Sehnerv,
Kleinhirn, Hirnstamm
Frontal- und
Temporallappen
Frontal- und
Temporallappen
Frontallappen,
Stammganglien
Bipolare Zellen, Zystenbildung,
Rosenthalfasern
astrozytenähnliche Zellen, diffuse
Infiltration
Mitosen, Zellatypien, Zellpolymorphie
Zellulärer Polymorphismus
(Riesenzellen), Nekrosen,
Gefäßglomerula
Oligodendrogliome
-Oligodendrogliom
-anaplastisches
 Oligodendrogliom
-Oligoastrozytom
-anaplastisches
 Oligoastrozytom
II
III
II
III
Frontal- und
Temporallappen
Frontal- und
Temporallappen
Frontal- und
Temporallappen
Frontal- und
Temporallappen
Runde homogene Zellkerne, klares
Zytoplasma, Verkalkungen
Hohe mitotische Aktivität, vaskuläre
Proliferation
Biphasisches oder vermischtes
Auftreten astrozytärer und
oligodendroglialer Anteile
Vergleiche Grad II, zusätzlich Zeichen
der Anaplasie
Ependymom
(anaplastisches
 Ependymom)
II
(III)
Ventrikel,
Rückenmark
Rosetten um Blutgefäße (perivaskuläre
Pseudorosetten), evtl. echte
ependymale Rosetten
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was ihre sehr gute Prognose und die Zuordnung zu einem Grad I Astrozytom bedingt
(Fernandez et al., 2003).
Dennoch bleibt die Klassifikation nach obigen Gesichtspunkten subjektiven Kriterien
unterworfen. Eine Aussage zum biologischen Verhalten des individuellen Tumors,
dessen Ansprechen auf verschiedene Therapiemodalitäten und letztendlich zur
individuellen Prognose ist nur eingeschränkt möglich. Deshalb gehen die Tendenzen
hin zu Klassifikationssystemen, die zusätzlich anhand molekularbiologischer
Merkmale eine genauere Subtypisierung zulassen. Dies ist bereits heute von
Relevanz, beispielsweise für die unterschiedliche Chemosensitivität
histopathologisch nicht unterscheidbarer Oligodendrogliome (Louis et al., 2001).
2.2. Gliome
Gliome stellen mit mehr als 40 % aller primär zentralnervösen Neoplasien die größte
Gruppe unter den Hirntumoren dar (Kleihues et al., 1995). Bei den Gliomen handelt
es sich um eine uneinheitliche Gruppe von Tumoren, deren Ursprung von glialen
Zellen jedoch allen Subtypen gemeinsam ist. Allerdings ist die tatsächliche
Ursprungszelle des Tumors nicht bestimmbar, es könnte eine reife Gliazelle sein, es
kommen jedoch genauso gut gliale oder neurale Vorläuferzellen in Betracht (Louis et
al., 2001).
2.2.1. Überblick über die Pathologie und Epidemiologie von Gliomen
Wie in Tabelle 2 beschrieben, werden den Gliomen eine Reihe histologisch
differenter Subtypen mit verschiedenartiger Dignität zugeordnet (Kleihues et al.,
2000): dies sind Astrozytome, Oligodendrogliome, Oligoastrozytome, Glioblastome
und Ependymome.
Nach einer Studie von Berens et al. (1999) beträgt die Inzidenz von Gliomen in der
Normalbevölkerung 6 pro 100000 Personen. Sie zeigt zwei typische Peaks, einen in
der Kindheit und einen zweiten in der 4. und 5. Lebensdekade. Eine Ausnahme
bilden die Glioblastome, die im 6. und 7. Lebensjahrzehnt gehäuft vorkommen
(Kleihues et al., 1995). Die durchschnittliche Überlebensrate 5 Jahre nach
Diagnosestellung war 25% (Berens et al., 1999), wobei diese je nach
histopathologischem Typ sehr stark variiert (maximal 4-5 % im Falle des
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Glioblastoms (McLendon et al., 2003) gegenüber 75 % beim pilozytischen
Astrozytom (Fernandez et al., 2003)).
Mit 20% aller Neoplasien neuroepithelialer Gewebe sind die Astrozytome die am
meisten verbreiteten Gliome (Merzak et al., 1997) und zeigen ein breites Spektrum
von langsam wachsenden juvenilen pilozytischen Astrozytomen (WHO Grad I) bis hin
zum hochmalignen Glioblastoma multiforme (WHO Grad IV), das mit 60% den
zahlenmäßig größten Anteil in diese Gruppe hat (Kleihues und Cavenee, 2000). Die
Alters- und Geschlechtsverteilung als auch Lokalisierung, Wachstums- und
Differenzierungsverhalten bei den Astrozytomen sind stark vom jeweiligen Tumortyp
abhängig.
Das pilozytische Astrozytom (WHO Grad I) ist vor allem der Tumor des
Kindesalters. Dieser Tumor wächst im Vergleich zu anderen diffus infiltrierenden
Astrozytomen sehr langsam und ist relativ scharf begrenzt. Er ist histologisch gut
differenziert. Lokalisiert ist das pilozytische Astrozytom vor allem in
Mittellinienstrukturen wie dem Nervus opticus, dem Thalamus und dem Hirnstamm.
Pilozytische Astrozytome tendieren nicht zu einem destruierenden aggressiven
Wachstum, auch eine Transformation in malignere Astrozytomstufen wird nur sehr
selten beobachtet (Kleihues et al., 1995).
Davon abgegrenzt wird das diffuse Astrozytom (WHO Grad II) vom niedrigmalignen
Typ. Dieses manifestiert sich vorwiegend im jungen Erwachsenenalter in den
Großhirnhemisphären. Makroskopisch zeigt sich ein schlecht abgrenzbarer, aber
relativ homogener Tumor. Im Gegensatz zum pilozytischen Astrozytom ist hier nun
mikroskopisch die Tendenz, das umgebende Hirnparenchym diffus zu infiltrieren,
bereits erkennbar. Aufgrund des vorherrschenden Zelltyps werden drei Untergruppen
differenziert: das fibrilläre Astrozytom, das gemistozytische und das
protoplasmatische Astrozytom. Das fibrilläre Astrozytom ist die häufigste Form der
niedrigmalignen Astrozytome. Dagegen scheint das gemistozytische Astrozytom
prädisponiert für eine anaplastische Progession zu sein (Kleihues et al., 1995). Die
mittlere Überlebenszeit liegt bei 6 bis 8 Jahren, wobei eine Tumorprogression hin
zum Glioblastom oft den lebenslimitierenden Schritt darstellt.
Das anaplastische Astrozytom (WHO Grad III) hingegen zeigt diffus oder lokalisiert
Zeichen für eine Anaplasie, wie zunehmende Zelldichte, nukleäre Atypien und
Zellpolymorphismus. Im Gegensatz zum niedriggradigen Astrozytom steht die
vorhandene starke mitotische Aktivität. Anaplastische Astrozytome können sowohl
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durch die Progression von niedriggradigen Astrozytomen (vor allem diffuse
Astrozytome) entstehen, als auch primäres Biopsieergebnis ohne Hinweis auf eine
vorbestehende, weniger maligne Läsion sein. Das Durschnittsalter von 41 Jahren bei
Diagnosestellung liegt zwischen dem der diffusen Astrozytome mit 34 Jahren und
dem der Glioblastome mit 53 Jahren. Männer sind dabei fast doppelt so häufig
betroffen wie Frauen. Die anaplastischen Astrozytome treten ähnlich den diffusen
Astrozytomen hauptsächlich in den supratentoriellen Regionen auf. Die
Tumorgrenzen sind aufgrund ihrer ausgeprägten diffusen Infiltration sowohl
mikroskopisch als auch makroskopisch kaum bestimmbar. Histopathologisch stellen
sie einen zellreichen Tumor mit deutlichen Kernatypien und zahlreichen
Mitosefiguren dar. Charakteristisch für den anaplastischen Tumor ist die Tendenz zu
einem schnellen Progress in Richtung eines Glioblastoms, welches dann als
sekundäres Glioblastom bezeichnet wird. Dieser Prozess dauert im Mittel 2 Jahre
(Kleihues et al., 1995).
Der 15 % aller ZNS Tumoren und 60 % aller Astrozytome häufigste und maligneste
Hirntumortyp überhaupt ist das Glioblastom (WHO Grad IV). Dieses kann zum einen
”de novo” entstehen, wird dann als primäres Glioblastom bezeichnet und bildet die
obere Altersgrenze der Glioblastome mit durchschnitllich 55 Jahren. Sekundäre
Glioblastome entwickeln sich hingegen durch Tumorprogression aus niedriger
malignen Astrozytomtypen und manifestieren sich im Schnitt schon im Alter von 45
Jahren. Der Verlauf ist meist rasch progredient, und die mittlere Überlebenszeit
bewegt sich unter 1 Jahr (Kleihues et al., 1995). Primäre Symptome sind
typischerweise unspezifische neurologische Symptome wie Kopfschmerzen,
Persönlichkeitsveränderungen oder bei besonders schnellen Verläufen die
Entwicklung von lebensbedrohlichen intrakraniellen Drucksteigerungen. Graue
Tumormasse, punktförmige aber auch größere Einblutungsareale und gelbliche
Tumornekrosezonen bestimmen das makroskopisch bunte Schnittbild.
Histopathologisch sichtbar ist ein anaplastischer, zellreicher Tumor aus wenig
differenzierten, pleomorphen glialen Zellen. Sowohl makroskopisch als auch
mikroskopisch sind die Grenzen der Glioblastome aufgrund ihrer diffusen
Ausbreitung (meist entlang vorbestehender Strukturen) nicht deutlich zu ziehen.
(Kleihues und Cavenee, 2000; Greenberg, 2001).
Auf Oligodendrogliome,  Ependymome und Mischtumoren wird im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht eingegangen, da eine Astrozytomzelllinie untersucht wurde.
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2.2.2. Ätiologie und Pathogenese von Gliomen
In den letzten Jahren wurden die molekularbiologischen Veränderungen, welche den
verschiedenen Stadien der Tumorentstehung und Progression zugrundeliegen,
intensiv untersucht. Dabei sind wesentliche, für die Entstehung und Progression von
Gliomen verantwortliche genetische Veränderungen identifiziert worden. Ein
ätiologischer Zusammenhang zu externen Noxen (z.B. eine Beteiligung viraler
Bestandteile) konnte bisher nicht nachgewiesen werden.
Gliome entstehen durch genetische Alteration von neuralen Vorläuferzellen und
Gliazellen (Kleihues et al., 1995; Louis et al., 2001). Für diesen Konversionsvorgang
ist eine ganze Kaskade von genetischen Veränderungen nötig, wodurch der normale
Zellzyklus modifiziert und die Zelle physiologischen Kontrollmechanismen entzogen
wird. Hierbei spielen insbesondere wachstumregulierende Faktoren wie
Tumorsuppressorgene und Onkogene eine Rolle. Im folgenden werden die
wichtigsten molekularen Veränderungen bei Gliomen näher charakterisiert.
Initial findet sich in Gliomen zu 30-40 %, besonders bei astrozytären Formen, eine
Alleldeletion auf dem Chromosom 17p, was zu Defekten im TP53 Tumor-
suppressorgen führt (von Deimling et al., 1992). Dem als p53 Protein bekannten
Genprodukt wird eine zentrale Rolle bei der Regulation und Kontrolle des Zellzyklus
zugesprochen. So hält es den Zyklus einer Zelle mit fehlerhafter DNA Replikation an
und leitet die Apoptose ein. Fehlt dieser Mechanismus durch eine Mutation im TP53
Gen, kommt es zur unkontrollierten Replikation fehlerhafter DNA, die dann weiteren
Mutationen ausgesetzt ist (Watanabe et al., 1996; Merzak et al., 1997).
Einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung des Verlustes tumorsupprimierender
Mechanismen gibt der Nachweis des Verlustes von Heterozygotie (LOH, loss of
heterozygosity) für bestimmte Genlokalisationen. Dabei wird in Tumor DNA Proben
im Gegensatz zur konstitutionellen DNA aus der Blutprobe oft nur noch ein
funktionelles Allel gefunden. In der Nähe dieser verlustigen Allele wird die Existenz
von Genen mit tumorsupprimierender Wirkung vermutet. Diese Allelverluste sind bei
Hirntumoren die am häufigsten nachweisbaren genetischen Alterationen. So wurde
bei Oligodendrogliomen ein Verlust der Heterozygotie auf 19q in über der Hälfte der
Fälle nachgewiesen, bei Oligoastrozytomen LOH auf 19q und 1p in fast der Hälfte
der Fälle. Bei Ependymomen kommt es häufig zur Monosomie 22 oder anderen
Veränderungen am Chromosom 22 (Kleihues und Cavenee, 2000).
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Weitere Mutationen, die in Gliomen eine Rolle spielen, betreffen Onkogene. Die
herausragende Rolle der Onkogene ist vor allem an die Aktivierung von
Protoonkogenen (nichtmutiertes Gen) gebunden. Diese kodieren für viele
verschiedene Proteine, die im Zellzyklus eine Rolle spielen, wie Wachstumsfaktoren,
Zelloberflächenrezeptoren, Proteine der intrazellulären Signaltransduktion, DNA-
bindende Kernproteine (Merzak et al., 1997).  Die aus einer Mutation eines
Onkogens resultierende Überexpression und Amplifizierung vor allem von
Wachstumsfaktorrezeptoren kommt häufig bei Astrozytomen und Oligodendro-
gliomen vor. Besonders die Rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivität sind an der
Tumorentstehung und Progression nachgewiesenermaßen beteiligt. Die am besten
untersuchten Rezeptoren sind der  EGF (Epidermal Growth Factor) und der PDGF
(Platelet Derived Growth Factor) Rezeptor. Deren Überexpression und
Überaktivierung führt zu einer starken Proliferationszunahme der mutierten Gliazellen
(Feldkamp et al., 1997; Shapiro und Shapiro, 1998). Dadurch erhöht sich die Anzahl
der veränderten Zellen und die Wahrscheinlichkeit weiterer Mutationen, was eine
Tumorprogression bzw. maligne Transformation zur Folge hat. Bedeutsam ist dies
beispielsweise für die Tumorprogression vom anaplastischen Astrozytom zum
Glioblastom (Westphal et al.,1994).
2.2.3. Infiltrative Eigenschaften von Gliomen
Die entscheidenden Unterschiede zwischen neoplastischen Gliomzellen und
normalen Gliazellen sind das ungebremste Wachstum und die diffuse Ausbreitung
der Tumorzellen. Im Gegensatz zu anderen Tumoren metastasieren Gliome äußerst
selten. Für ihr klinisch malignes Verhalten ist daher vor allem die diffuse Ausbreitung
der Tumorzellen verantwortlich. Während dies das oft entscheidende Problem aller
nichtpilozytischen Astrozytome (WHO Grad II-IV) aber auch der Oligodendrogliome
darstellt, zeigen nur die WHO Grad I Astrozytome ein relativ umschriebenes, nicht
diffuses Wachstum.
Dies führt dazu, daß die Gliome makroskopisch zwar scheinbar vollständig reseziert
werden können, nicht jedoch mikroskopisch. Das bedeutet, dass Tumorzellen um die
Operationshöhle verbleiben, welche außer bei pilozytischen Astrozytomen in nahezu
allen Fällen zu einem Rezidivtumor führen. Dabei können sich diese im angren-
zenden Bereich in der Nähe der ursprünglichen Tumorlokalisation befinden und zu
einem Lokalrezidiv führen oder auch weit entfernt gefunden werden, so daß keine
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örtliche Beziehung zum Primärtumor besteht. Zum Zeitpunkt der Diagnose ist in
einem Großteil der Fälle diese diffuse, mikroskopische Aussaat entlang des
Neuropils bereits erfolgt. Dadurch besteht bei Gliomen ab WHO Grad II inklusive
kaum die Chance einer radikalen kurativen Resektion (Nazzaro et al., 1990). Dies ist
ein Grund für die relativ schlechte Prognose der meisten Gliome, die je nach
Proliferationsgeschwindigkeit von den niedriggradigen Astrozytomen bis hin zum
infausten Zustand beim Glioblastom zusehends schlechter wird (siehe 2.2. Gliome).
Erschwerend hinzu kommt die Tatsache, daß die verbleibenden singulären
Tumorzellen oft nicht nur eine erneute Proliferation zeigen, sondern zusätzlich viele
dieser Residualtumorzellen zu einer Progression hin zu einem maligneren Tumortyp
tendieren (Kleihues et al., 1995). Auch der Grund für zunehmende neurologische
Dysfunktionen nach erfolgter Tumorresektion ohne Nachweis für einen Rezidivtumor
wird im Vorhandensein dieser diffus verteilten Zellen gesehen (Chicoine et al.,
1995b). Somit sind es besonders jene Mechanismen, die diesen Zellen dazu
verhelfen, diffus und scheinbar barrierelos das umgebende Gewebe zu infiltrieren,
denen das wissenschaftliche Interesse gelten sollte. Im Folgenden werden zunächst
einige Begriffe, die mit der Infiltration in Verbindung stehen, erläutert.
An der Infiltration von Tumorzellen sind unterschiedliche Vorgänge beteiligt. Unter
Motilität (“einfache Beweglichkeit”) wird prinzipiell die Fähigkeit der Zelle zur
ungerichteten Bewegung ohne räumliche Beschränkungen verstanden. In manchen
Arbeiten wird als Motilität auch das Oszillieren der Zellmembran ohne Zellbewegung
definiert. In anderen Arbeiten versteht man unter Motilität zusätzlich zur
Membranoszillation die zielgerichtete Bewegung und Volumenverringerung der Zelle
- wie beispielsweise beim Wandern durch schmale Löcher einer Transwell-Kammer,
also strenggenommen die eigentliche Migration (Zellwanderung). Die vorliegende
Arbeit behandelt Oszillation und Zellmigration getrennt. Beide Begriffe werden
separat verwendet. Der Begriff Motilität wird hier nicht benutzt.
Eine Invasion  findet statt, wenn zusätzlich zur Migration die umliegende
extrazelluläre Matrix moduliert wird (Giese et al., 1996). Die Invasion umfaßt mehrere
Schritte: die Ablösung von Einzelzellen vom Haupttumor, wahrscheinlich als Folge
verminderter Expression von Interzellulären Adhäsionsproteinen, die Adhäsion von
Tumorzellen an andere Zellen oder den verschiedensten Komponenten der
extrazellulären Matrix, die Umformung der extrazellulären Matrix durch proteolytische
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Enzyme aus den Tumorzellen, die Angiogenese und zelluläre Mechanismen zur
Generierung von Bewegung und zum Durchtreten durch schmale Interzellularspalten
einschließlich Interaktionen von Wachstumsfaktoren, Zelloberflächenrezeptoren und
Komponenten des Zytoskeletts (Giese et al., 1994;  Pilkington 1994, 1997; Suigiura
et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit wird Invasion nicht untersucht.
Bevor eine Gliomzelle in das Stadium der Migration und Invasion eintreten kann, wird
sie in einem bestimmten Stadium des Zellzyklus arretiert. Dies entspricht der „go-or-
grow“-Theorie (Berens et al., 1990; Merzak et al., 1994; Koochekpour et al., 1995;
Chicoine und Silbergeld, 1997). Da sie folglich nicht proliferiert, können auch
proliferationsassoziierte Therapien nicht greifen (Merzak und Pilkington 1997;
Soroceanu et al., 1999). Erst nachdem der Zustand der Migration wieder verlassen
wird, können sie wieder in den Zellzyklus zurückkehren und proliferieren.
Motilität, Migration und Invasion der Zelle unterliegen zellulären Mechanismen, die
für Form- und Volumenveränderungen verantwortlich sind. Sie entstehen durch das
zelluläre Zusammenspiel von Zytoskelett (Schwab et al., 1996, 1999), Ionenkanälen
(Schwab et al., 1996; Bordey et al., 2000, Rondé et al., 2000), intrazellulären
Calciumoszillationen (Rondé et al., 2000), Transmittersubstanzen und Wachstums-
faktoren (z.B. EGF - Chicoine et al., 1995a+b, 1997; Nolte et al., 1997). Die
Entstehung von gerichteter Zellmigration erfolgt als ein differenziertes Geschehen an
Zellpolen. Ein Lamellopodium aus sich ausrichtenden polymerisierenden
Actinfilamenten bildet die Spitze und damit den richtungsbestimmenden Teil der
Zelle, während der Zellkörper durch Gel-Sol Verschiebungen und Kontraktionen des
kortikalen Aktomyosins retrahiert wird (Condeelis et al., 1993; Lauffenburger et al.,
1996; Mitchinson et al., 1996). Bei den Gel-Sol Verschiebungen und der De- und
Polymerisierung von Actinfilamenten ist die Zellvolumenregulation maßgeblich
beteiligt. Sie wird durch den Transport von Ionen, organischen Metaboliten und
anderen osmotisch wirksamen Teilchen über die Zellmembran gesteuert (Schwab et
al., 1999; Soroceanu et al., 1999).
Einen wichtigen Faktor für die Generierung von Motilität, Migration und Invasion auf
der Zellebene stellen Ionenkanäle dar. In der vorliegenden Arbeit beschränken wir
uns auf Untersuchungen des Zusammenhanges zwischen Ionenkanälen, und
Migration. Dazu soll im Folgenden eine kurze Einführung und Charakterisierung der
Ionenkanäle in Gliomen und vor allem des speziell untersuchten BK Kaliumkanaltyps
gegeben werden.
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2.3. Ionenkanäle in Gliomen
Ionenkanäle sind Bestandteile der Zellmembran, die grundsätzlich nach der Art des
transportierten Ions in verschiedene Klassen unterteilt werden. Weiterhin
unterscheidet man liganden- und spannungsgesteuerte Ionenkanäle. Ihre Funktionen
differieren je nach Kanaltyp. So regulieren sie das Ionenmilieu der Zelle und somit
auch das Zellvolumen, aber auch die Ionenverteilung im Extrazellularraum.
Besonders in erregbaren Zellen sind bestimmte Klassen von Ionenkanälen für die
Generation eines Aktionspotentials nötig. Andere Kanäle stabilisieren das
Membranruhepotential und sind für die Repolarisation verantwortlich. Darüber hinaus
bilden sie einen Baustein vieler Rezeptoren in der Zellmembran und vermitteln somit
Prozesse der Signalübertragung von extern in die Zelle (Brenner et al., 2000a+b).
Auch in Gliomzellen wurde mit Einführung der Patch-clamp-Technik und des
Calcium-Imaging eine unerwartete Vielzahl von Kanaltypen nachgewiesen, unter
ihnen verschiedene Typen von Kaliumkanälen (Brismar et al., 1995; Bordey et al.,
1998), welche im Folgenden näher charakterisiert werden.
2.3.1. Kaliumkanäle
Kaliumkanäle stellen die größte Gruppe von Ionenkanälen dar (Hille et al., 1992) und
kommen in großer Dichte und Vielfalt vor. Der Einsatz der Molekularbiologie und
insbesondere die genetische Kartierung machten in den letzten Jahren eine
Differenzierung in verschiedene Subtypen möglich. Dies führte jedoch auch zur
Charakterisierung immer neuer Kanaltypen und damit zu einer, ständigem Wechsel
unterworfenen Klassifikation und Nomenklatur. Anhand der Kanal-Architektur, der
Membrantopologie und homologer Sequenzen der Hauptuntereinheiten (a-
Untereinheiten) der K+-Kanalproteine werden drei Hauptfamilien unterschieden. Zu
den Kanälen mit 2 Transmembrandomänen gehört die Familie der einwärtsgleich-
richtenden Kaliumkanäle (Kir). Kanäle mit 4 (2*2) Transmembrandomänen und 2
Poren sind die “TWIK Kanäle” (Tandem pores in a Weak Inward Rectifying K+
channel). Die größte Verbreitung finden Kaliumkanäle mit 6 Transmembrandomänen,
wie die spannungsabhängigen K+-Kanäle, die KCNQ K+-Kanäle, die Typ eag K+-
Kanäle, und drei Arten Ca2+-abhängiger und zum Teil spannungsabhängiger K+-
Kanäle (BK, IK, SK ) (International Union of Pharmacology, 2002;  Homepage Prof.
Dr. Heinemann, Friedrich-Schiller-Universität Jena).
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Zu den C a2+- und zum Teil spannungabhängigen Kaliumkanälen  zählt eine
Gruppe strukturell und funktionell unterschiedlicher Kanäle, deren Gemeinsamkeit es
ist, der Aktivierung durch intrazelluläres Calcium zu unterliegen. Die Familie der
Ca2+- abhängigen Kaliumkanäle wird nach neuer Nomenklatur aus 5 Familien, KCa1-
KCa5, gebildet. Zu dieser zählen die bisher bekannten Typen der S K-small
conductance- (5-20 pS) und IK-intermediate conductance- (20-80 pS) (Kca3.1)
Kanäle, die beide nicht spannungsabhängig sind und die BK-big conductance-
(Kca1.1) (siehe 2.3.1.1.) Kanäle (International Union of Pharmacology, 2002). Im
folgenden wird jedoch weiterhin die alte Nomenklatur gebraucht. Die Subtypen
unterscheiden sich hinsichtlich Leitfähigkeit, Sensitivität bezüglich der Aktivierung
durch Calcium und Spannung und hinsichtlich ihrer pharmakologischen
Beeinflussungsmöglichkeit (Blatz et al., 1987; Kaczorowski et al., 1996; International
Union of Pharmacology, 2002). Alle Subtypen weisen eine sehr hohe Selektivität für
Kaliumionen auf. Sie kommen in praktisch allen Zellen des Menschen vor. Oft
werden verschiedene Subtypen in ein und derselben Zelle exprimiert (Tseng-Crank
et al., 1994). Ihre funktionelle Rolle besteht in der Kopplung des zellulären Ca2+
Metabolismus und des Membranpotentials mit dem Fluß von K+-Ionen und der
Membranerregbarkeit der Zelle, also darin chemische Signale und elektrische
Signale ineinander umzuwandeln (Blatz et al., 1987; McManus, 1991). Sie tragen
dadurch zur Repolarisation nach Depolarisation bei und regulieren das Ruhe-
Membranpotential und die K+-Homöostase (Turnheim et al., 1989). Je nach Zelltyp
kommt es zur Beeinflussung von Differenzierungsvorgängen, von Proliferation -
nachgewiesen in verschiedenen Immun- und Blutzellen, Spermien als auch im
Brustgewebe-, von Sekretionsvorgängen in sekretorisch tätigen Zellen und von
Erregbarkeit und Kraftgenerierung glatter Muskulatur (Conley, 1996; Blatz et al.,
1987). Sie sind auch in Nervenzellen zu finden, wo ihre Hauptaufgabe in der
Beendigung des depolarisierenden Teils des Aktionspotentials im Sinne der
schnellen Repolarisation bzw. Hyperpolarisation besteht und sie zur Freisetzung von
Neurotransmittern an Axonenenden beitragen (Robitaille und Charlton, 1992;
Robitaille et al., 1993).
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2.3.1.1. Struktur und Charakteristika von BK (KCa1.1)-Kanälen
Struktur und Aufbau
Der erste dieser drei Ca2+ abhängigen K+-Kanäle, der identifiziert wurde, war der BK
Kanal (Blatz et al.,1987). BK (big conductance) Ca2+-abhängige K+-Kanäle  weisen
eine sehr hohe Leitfähigkeit von 100-400 pS auf. Sie können sowohl durch
intrazellulären Calcium-Anstieg als auch spannungsabhängig aktiviert werden, wobei
eine Zunahme der Depolarisation der Zelle zu einer erhöhten Öffnungswahr-
scheinlichkeit der BK-Kanäle führt (Kraft et al., 2000; 2001). Dabei kommt es zu
einem Kaliumausstrom aus der Zelle. Eine Aktivierung kann auch durch andere
externe und interne Stimuli hervorgerufen werden, so durch die die intrazelluläre
Calciumkonzentration anhebende Wirkung von Wachstumsfaktoren, durch die
Phosphorylierung von BK-Kanal Proteinen, durch einen hohen intrazellulären pH
Wert und durch Interaktion mit dem Zytoskelett (Peppelenbosch et al., 1991;
McManus et al., 1991, 1996; Benz et al., 1998; Schopf et al., 1999; Ransom et al.,
2001). Die Spannungsabhängigkeit der BK-Kanäle steht im Gegensatz zu den
anderen bisher entdeckten Ca2+-abhängigen K+-Kanälen. Schon eine sehr kleine
Dichte solcher BK-Kanäle pro Zelle kann aufgrund seiner hohen Leitfähigkeit zu
großen Strömen führen und somit das Membranpotential dominieren. Die zur
Aktivierung des Kanals wichtige Calcium-Sensitivität ist je nach Lokalisierung des
Kanals sehr unterschiedlich ausgeprägt. Bei Skelettmuskelzellen und Neuronen ist
eine höhere Calciumkonzentration nötig (Tseng-Crank et al., 1994) als beispiels-
weise in glatter Muskulatur (McManus et al., 1995; Valverde et al., 1999). Auch BK-
Kanäle mit fehlender Calcium-Sensitivität sind bekannt und in Embryoneuronen
beschrieben (Benz et al., 1998). Diese Eigenschaften werden durch den
unterschiedlichen Aufbau einzelner BK-Kanal Subtypen verursacht (Latorre et al.,
1989; McManus et al., 1991; Ransom et al., 2002; Liu et al., 2002). Molekular-
biologisch läßt sich diese Verschiedenheit mittlerweile nachvollziehen, da die
Genlokalisation bekannt ist. Das die alpha-Untereinheit des BK-Kanals codierende
hslo-Gen befindet sich beim Menschen auf dem Chromosom 10 an Position q22.3.
Es handelt sich dabei nur um ein einziges Gen, welches durch unterschiedliches
Splicing des RNA-Transkripts verschieden exprimiert wird und dadurch zu den in
Bezug auf Aktivierungskinetik, Leitfähigkeit und Calcium-Sensitivität funktionell
differierenden BK-Kanaltypen führt (Kaczorowski et al., 1996; Liu et al., 2002). Das
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Genprodukt, die alpha-Untereinheit, mit 63 kDa und 7 Transmembrandomänen bildet
als Tetramer den funktionsfähigen BK-Kanal und damit die eigentliche Kanalpore.
Dies erweitert nochmals die Vielfalt der möglichen Varianten von BK-Kanälen
(Kaczorowski et al., 1996; Jeong et al., 2000; International Union of Pharmacology,
2002; Liu et al., 2002). Zwischen den Transmembrandomänen S5 und S6 jeder
alpha-Untereinheit befindet sich die porenbildende Region, S0 und S8 sind für die
spannungsabhängige Öffnung verantwortlich, und S9 besitzt zwei Calcium-sensitive
Regionen (siehe Abb.3) (Wei et al., 1994; Schreiber et al., 1999). Zusätzlich zur
alpha-Untereinheit kann eine akzessorische beta-Untereinheit vorhanden sein. Diese
besteht aus 2 transmembranalen Domänen, N- und C-Terminus liegen intrazellulär.
Sie wird je nach Gewebetyp unterschiedlich exprimiert. Es existieren 4 verschiedene
beta- Varianten mit unterschiedlichen Genen und Spleißmöglichkeiten. Je nach Typ
und Ausprägung ihrer Expression werden Calcium-Sensitivität, Aktivierungskinetik
und pharmakologische Beeinflußbarkeit (z.B. Kanalblock durch Iberiotoxin) des
Kanals gesteuert (Behrens et al., 2000; Petkov et al., 2001; Ransom et al., 2002).
BK-Kanäle in den meisten  Neuronen und Skelettmuskelzellen haben keine beta-
Untereinheit. Hier ist die Depolarisation und der Calciumanstieg am Aktionspotential
zur Öffnung des Kanals nötig (Tsenk-Crank et al., 1996; Jan und Jan, 1997; Valverde
et al., 1999). Expression finden  verschiedene Subtypen der beta-Untereinheit jedoch
in der Gefäßmuskulatur (Brenner et al., 2000a+b; Patterson et al., 2002), in der
glatten Muskulatur des Uterus und Ovar (Behrens et al., 2000) und im Gehirn
(Weiger et al., 2000). Die verschiedenartigen Funktionen des BK-Kanals sind also
auf eine große intrafamiliäre Diversität der BK-Kanäle zurückzuführen.
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Abb.3:   Struktur der alpha- und beta-Untereinheit des BK-Kanals
Membranbeziehungen und Aufbau eines BK-Kanals sind hier schematisch dargestellt. Es
handelt sich dabei um 7 transmembrane Domänen der alpha-Untereinheit und 4
regulatorische Domänen am intrazellulär gelegenen C-Terminus. Zusätzlich kann eine beta-
Untereinheit mit zwei Transmembrandomänen koexprimiert sein (siehe Text) (modifiziert
nach Kaczorowski et al., 1996; Liu et al., 2002).
Abb.4: Struktur des BK-Kanals bestehend aus 4 alpha-Untereinheiten und einer beta
Untereinheit
Dargestellt ist ein BK-Kanal aus vier alpha-Untereinheiten und einer regulierenden beta-
Untereinheit (modifiziert nach Homepage Prof. Dr. Brenner und Brenner et al., 2000a+b).
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Pharmakologie
Aufgrund der intensiven Bemühungen um eine Klärung der Funktion von BK-Kanälen
ist der BK-Kanal nicht nur hinsichtlich biophysikalischer, biochemischer und
molekularbiologischer Gesichtspunkte, wie oben angeführt, einer der bestunter-
suchtesten Ionenkanäle, sondern auch aus pharmakologischer Sicht. Dies liegt zum
Großteil an den vorhandenen hochaffinen Blockern und Aktivatoren dieses Kanals
(Kaczorowski et al., 1996).
Zu einer Hemmung der Kanalaktivität führen Substanzen wie Charybdotoxin (CTX),
Tetraethylammonium (TEA), Iberiotoxin (IBTX) und Paxilline. Iberiotoxin, erstmalig
beschrieben durch Galvez et al. (1990), weist im Gegensatz zu Charybdotoxin eine
relativ hohe Selektivität für BK-Kanäle auf (Candia et al., 1993). Auch Paxilline gilt
nach einer Arbeit von Gribkoff et al. (1996) als hochpotenter Inhibitor. Inzwischen
sind auch eine Reihe BK-Kanal aktivierender Substanzen bekannt. Ein recht
selektiver Vertreter ist NS1619, auch wenn für glatte Muskelzellen ein kleiner Teil der
Aktivierung der intrazellulärer Freisetzung von Calcium zugeschrieben wird
(Yamamura et al., 2001). Ein solcher Einfluß ist bisher für Phloretin, einen weiteren
selektiven BK-Kanal Aktivator nicht beschrieben (Gribkoff et al., 1996).
Durch die Verfügbarkeit spezifischer pharmakologischer Modulatoren ist es heute
leicht möglich, einen Einblick in die komplexen Funktionen von BK-Kanälen zu
gewinnen.
Lokalisation und Funktion
BK-Kanäle kommen in verschiedenen Geweben vor und das sowohl in erregbaren
Zellen als auch in nicht erregbarem Gewebe (Latorre et al., 1989; McManus et al.,
1991; Ransom et al., 2002). Erregbare Zellen bringen die wichtigsten Voraus-
setzungen für eine Aktivierung von BK-Kanälen mit sich: starke Depolarisationen und
ein Anstieg von intrazellulärem Calcium (aufgrund der Aktivierung von Calcium-
Kanälen). So beeinflussen sie in glatter Muskulatur durch Hyperpolarisation den
Basaltonus und die Kontraktion (Hurley et al., 1999; Brzezinska et al., 2000; Herrera
et al., 2000; Behrens et al., 2000). In Neuronen steuern sie die Repolarisation nach
Aktionspotential und die Freisetzung von Neurotransmittern (Golding et al., 1999;
Poolos und Johnston, 1999).
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BK-Kanäle werden auch in vielen nicht erregbaren Zellen exprimiert, beispielsweise
in Lymphozyten, retinalen Müllerzellen und humanen primären Hirntumoren
(Meningiome und Gliome) (Brismar and Collins, 1989; DeCoursey et al., 1996; Kraft
et al., 2000; Bringmann et al., 2000; Ransom und Sontheimer, 2001). Den BK-
Kanälen hier eine spezifische Funktion zuzuschreiben ist schwieriger. Einige Autoren
beschreiben eine Abnahme der Proliferation bei Hemmung der BK-Kanäle, so
beispielsweise in einer Arbeit von Wiecha et al. (1998) im Falle der Endothelzelle
oder auch bei Astrozytomen (Basrai et al., 2002). In anderen Zelltypen wie
Meningiomen und Astrozytomen ist dies nicht nachweisbar (Chin et al., 1997; Kraft et
al., 2000). Dies spricht für eine differierende Funktion von BK-Kanälen in
verschiedenen Zelltypen aber auch dafür, daß die Zelle entsprechend ihren
jeweiligen physiologischen Bedürfnissen eine unterschiedliche BK-Kanal Ausstattung
aufweist (Ransom et al., 2002). Daß BK-Kanäle durch Ionen- und dadurch auch
Volumenverschiebung einen Einfluß auf das Migrationsverhalten von Zellen haben
könnten, steht seit längerem zur Diskussion und soll im Folgenden betrachtet
werden.
2.3.1.2. BK-Kanäle und Zellmigration
Wie bereits im Kapitel 2.2.3. „Infiltrative Eigenschaften von Gliomen“ beschrieben,
sind die wichtigsten, die Zellmigration beeinflussenden Faktoren das Zytoskelett,
Rezeptoren der Zellmembran mit ihren Liganden und der Einfluss von Ionenkanälen
auf das Zellvolumen und die intrazelluläre Ionenkonzentration. In der migrierenden
Zelle interagieren diese Bestandteile in einer komplexen Art und Weise, die noch
nicht vollständig aufgeklärt ist. Wegweisende Arbeiten bezüglich der Bedeutung von
Ionenkanälen für die Zellmigration stammen von Schwab et al. (1996, 1999; 2001a).
Sie untersuchten intermediate conductance (IK) Calcium-abhängige Kaliumkanäle an
Nierenzellen, Melanomzellen und Fibroblasten und wiesen nach, dass bei der
Migration ein Zusammenspiel von Ionenkanälen, Zellvolumenveränderungen und
Depolymerisation und Polymerisation von Actinfilamenten nötig ist, um eine
Bewegung zu generieren. Die polarisierte Zelle depolymerisiert die Aktinfilamente am
abgerundeten, retrahierten Zellende, transportiert die Fragmente an die flache Spitze
der Zelle und polymerisiert sie dort wieder. Dieser Prozess wird durch Calcium-
abhängige Enzyme gesteuert. Somit sind am Zellende für die Depolymerisierung
Calciumoszillationen und eine regulierende Volumenabnahme nötig. Letztere wird
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nachgewiesenermaßen von den Calcium-abhängigen Kaliumkanälen (Typ IK)
hervorgerufen (Schwab et al., 1996, 1999). Schwab et al. zeigten, daß dabei bis zu
20 % des intrazellulären Kaliums die Zelle verläßt. Dieser Kaliumausstrom wird von
einem Chlorid- und Bikarbonat-Ausstrom begleitet und  führt zum Schrumpfen der
Zelle und einem Nachziehen des Zellendes. Andere Kanäle führen dann erneut zum
Einstrom von Ionen und damit Flüssigkeit, und der Prozess beginnt von vorn. Dieser
komplexe Vorgang ist nur durch asymmetrische Ionenkanalverteilung in der Zelle
möglich. Für Kaliumkanäle wurde eine vermehrte funktionelle Ausbildung am
Zellende nachgewiesen (Reinhardt et al., 1998).  Der Block wie auch die Aktivierung
dieser Kaliumkanäle führten zu einer Abnahme der mittleren migrierten Strecke, was
dafür spricht, dass nur die dynamische Veränderung des Aktivitätszustandes der
Kanäle den komplexen Prozess der Migration fördert (Schwab et al., 1999).
Auch in anderen Arbeiten ist ein direkter Zusammenhang zwischen einer
regulatorischen Volumenabnahme und der Aktivität von K-Kanälen beschrieben
(Pasantes-Morales et al., 1994, 2000; Ordaz et al., 2004).
Da auch BK-Kanäle durch Calciumoszillationen und Zytoskelettveränderungen
aktiviert werden und durch ihre hohe Leitfähigkeit bei Aktivierung zu großen
Ionenverschiebungen führen, sind gerade sie mögliche Kandidaten für schnelle
Volumenveränderungen bei der Zellmigration.
2.3.1.3. BK-Kanäle in Gliomen
BK-Kanäle wurden in Gliomen erstmalig von Brismar et al. (1989) beschrieben.
Ransom und Sontheimer (2000) wiesen zusätzlich eine deutlich stärkere Expression
von BK-Kanälen in Gliomen im Vergleich zu normaler Glia nach. Interessanterweise
korrelierte auch die Höhe der Expression positiv mit dem jeweiligen Malignitätsgrad
der untersuchten Gliomsubtypen (Liu et al., 2002), möglicherweise ein Effekt der
Genlokalisation auf dem Chromosom 10, welches bei vielen Tumoren, so auch bei
Gliomen betroffen ist (Tseng-Crank et al., 1994).
Gliomen exprimieren eine eigene Isoform des BK-Kanals, die zugleich die einzige in
Gliomen exprimierte Form darstellt (Liu et al., 2002). Diese zeigt eine verlangsamte
Kanalaktivierung und eine deutlich gesteigerte Calcium-Sensitivität (Liu et al., 2002;
Ransom et al., 2002). Auch in Gliomen besteht die Antwort der Zelle auf
Neurotransmitter in einem Anstieg des intrazellulären Calciums (Brismar, 1995;
Weydt et al., 1997). Dies kann zu einer Aktivierung von BK-Kanälen führen. 
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rezeptorinduzierte Calcium-Oszillationen, die in Gliomen beobachtet wurden,
scheinen durch die Aktivität von BK-Kanälen unterstützt zu werden (Bordey et al.,
2000). Bekannt ist, dass Veränderungen des intrazellulären Calciumgehaltes die
Migration von Neuronen modulieren (Komuro et al., 1996). Solche Calcium-
Oszillationen, die durch eine Stimulation von muskarinischen Azetylcholinrezeptoren
hervorgerufen wurden, sind mit einer Hemmung der Migration von Gliomzellen
assoziiert (Bordey et al., 2000). Somit scheint in Gliomen die Aktivierung von BK-
Kanälen nicht nur in den Prozess der Signalmodulation von intrazellulärem Calcium
involviert zu sein, sondern eine bedeutende Rolle bei der Zellmigration spielen. Bei
Bordey et al. (2000) bleibt jedoch unklar, ob es sich dabei um eine durch Anstieg des
intrazellulären Calciums vermittelte Aktivierung handelt oder um einen direkten Effekt
auf den BK-Kanal. Auch wenn die BK-Kanäle durch den Anstieg von intrazellulärem
Calcium aktiviert würden und über diesen Mechanismus die Migration hemmen, wäre
dies ein wichtiges Phänomen. Andererseits könnte die direkte Beeinflussung von BK-
Kanälen durch spezifische Substanzen die BK-Kanalaktivität unmittelbarer mit der
Modulation der Migration in Verbindung bringen (Kraft et al., 2003).
Außer hinsichtlich der Migration gibt es auch Untersuchungen des Zusammenhanges
von BK-Kanälen und Proliferation in Gliomen. Es konnte gezeigt werden, daß eine
Blockade der BK-Kanäle unter bestimmten Bedingungen zu einer Hemmung der
Proliferation führt (Basrai et al., 2002).
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3. Ziel der Arbeit
Gegenstand dieser Arbeit ist die Fragestellung, ob und in wie fern ein
Zusammenhang zwischen der Aktivität von BK-Kanälen (KCa1.1) in der
Astrozytomzelllinie 1321N1 und dem Migrationsverhalten dieser Zellen besteht. Um
diese potentielle Bedeutung von BK-Kanälen für die Tumorbiologie von Gliomen
näher zu beleuchten, wurde der Effekt von BK-Kanal spezifischen Aktivatoren und
Inhibitoren auf die Migration der Gliomzellen untersucht. Dazu wählten wir die
Methode der mikroskopischen Zeitrafferaufnahme.
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4. Material und Methoden
4.1. Zellkultur
Alle hier dargestellten Experimente wurden mit der Zelllinie 1321N1 durchgeführt.
Diese entspricht einem humanen astrozytären Gliom. Die Zellen von 1321N1 zeigen
eine gliale Morphologie. Das Gliom exprimiert eine p53 Protein Mutante, ein c-myc
Onkogen mit einer t(8; 14) Translokation und zeigt hohe Transkriptionslevel des
ersten Exons des c-myc Onkogens (ICI Pharmaceuticals Ltd. UK). Der Bezug der
Ursprungszellen erfolgte von der European Collection of Cell Cultures (ECACC),
Salisbury, Wiltshire, UK aus dem Labor CAMR (Centre for Applied Microbiology &
Research). Neue Chargen wurden aus der Zellkultur des Pathologischen Instituts der
Friedrich-Schiller-Universität Jena, Leiter Dr. Neupert übernommen. Die Zellkultur
wurde nach den Empfehlungen des Bezugslaboratoriums durchgeführt. Als
Nährmedium diente Dulbecco´s modified Eagle´s medium (DMEM) mit Earle´s
Salzen und L-Glutamin (Life Technologies Ltd. Palsley, Scotland UK) zuzüglich 10 %
Fetalem Kälberserum (FKS; Biochrom, Deutschland) und 16 µg/ml Gentamycin.
Nach der Resuspendierung in oben erwähntem Medium wurden die Zellen in
unbehandelte Kulturflaschen (Greiner Labortechnik GmbH, Frickenhausen,
Deutschland)  mit 5 ml DMEM + 10 % FKS + 100 U/ml Penicillin und 100 U/ml
Streptomycin (Life Technologies, Deutschland) in einem Brutschrank unter
Standardbedingungen 5 % CO2 / 95 % Luft, 37 °C aufbewahrt. Es fand zweimal
wöchentlich ein Wechsel des Mediums statt. Nach Erreichen einer Dichte von zirka
400.000 bis 500.000 Zellen / ml Medium, bestimmt durch Auszählung in einer Fuchs-
Rosenthal-Kammer, wurden diese mit 0,25 % Trypsin  abgelöst. Nach
Resuspendierung in Medium wurde in einem Verhältnis von 1:8 bis 1:10 umgesetzt,
d.h. Zellen mit einer Zelldichte von 50.000 Zellen / ml erneut in Kulturflaschen für
zukünftige Passagen eingebracht. Für die Zeitraffer (Time-lapse) -Experimente
wurden die Zellen mit einer Dichte von 20.000 / ml auf unbeschichteten Petrischalen
(Fa. Greiner Labortechnik, Frickenhausen, Deutschland) ausgesäht. Verwendet
wurden in allen Experimenten Zellkulturpassagen zwischen 5 und 25. Die in den
unbeschichteten Petrischalen angesetzten Kulturen verblieben jeweils zwischen 36 h
und 48 h in standardisierter Atmosphäre. Diese Zeit ermöglichte eine Haftung auf
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dem Grund der Petrischale. Nach diesem Zeitraum wurden die Zellen den Zeitraffer-
Untersuchungen zugeführt.
4.2. BK-Kanäle in der humanen Astrozytomzelllinie 1321N1
Bei den durchgeführten Experimenten wurde davon ausgegangen, dass die Zelllinie
1321N1 unter physiologischen Bedingungen BK-Kanal-bedingte Ströme besitzen.
Dies zeigten andere Arbeiten unserer Arbeitsgruppe anhand elektrophysiologischer
Untersuchungen (Kraft et al., 2001; Basrai et al., 2002).
Abb.5: Elektrophysiologische Eigenschaften von BK-Kanälen in 1321N1 humanen
Gliomzellen
Bei Verwendung K+-haltiger Pipettenlösungen führt die Erhöhung der intrazellulären Ca2+-
Konzentration von 10 nM auf 1 mM zu einer deutlichen Zunahme der Auswärtsströme. In
Gegenwart Cs+-haltiger Pipettenlösung sind diese Auswärtströme unterdrückt. Mit einer
intrazellulären Ca2+-Konzentration von 10 nM werden die spannungsabhängigen BK-Kanäle
erst bei Membranpotentialen > +50 mV aktiviert. Bei 1 mM intrazellulärem Ca2+ zeigt sich eine
Aktivierung bereits bei –20 mV, was dem Membranruhepotential in 1321N1-Zellen entspricht
(Basrai et al., 2002; Kraft et al., 2001).
                I (nA)
   
                                                   V (mV)
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             1 mM Calcium
          1 nA
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In der Spannbreite der physiologisch in Gliomen vorkommenden intrazellulären
Calciumkonzentrationen von 10 nM bis 1 mM (Bordey et al., 2000) waren bei einem
vorher nachgewiesenen physiologischen Ruhemembranpotential in den Zellen BK-
Ströme nachweisbar. Eine Depolarisation oder/und ein Anstieg des intrazellulären
Calciums führten zu einer Steigerung des Stromflusses (siehe Abb.5).
Die für eine Aktivierung des Kanals nötige Spannung betrug bei 1 mM intrazellulärem
Calcium +42±1  mV. Diese Ströme konnten mit den BK-spezifischen Inhibitoren IBTX
(100nmol) und TEA (1mmol) gehemmt werden (siehe Abb.6).
Abb.6: Pharmakologische Beeinflussung der BK-Ströme in 1321N1 humanen
Gliomzellen
Mit einer Konzentration von 100 nM hemmt der BK-Kanal spezifische Blocker Iberiotoxin
(IBTX) den Auswärtsstrom um mindestens 70%. Der Block der Ströme mit
Tetraethylammonium (TEA) in einer BK-Kanal spezifischen Konzentration von 1 mM beträgt
ebenfalls 70%. Bei höheren TEA-Konzentrationen können weitere Kaliumkanaltypen inhibiert
werden (Abbildung modifiziert nach Basrai et al., 2002).
IBTX
TEA
Kontrolle
Kontrolle
IBTX
31
4.3. Charakterisierung der verwendeten Substanzen
Um den Einfluß des Calcium-abhängigen Kaliumkanals vom BK-Typ auf die
Migration der humanen Astrozytomzelllinie 1321N1 näher zu untersuchen, kamen in
den Experimenten eine Reihe möglichst spezifischer Blocker und Aktivatoren dieses
Kanaltyps zur Anwendung.
Diese Substanzen, die alle von der Firma SIGMA (SIGMA-3050 Spruce Street, Saint
Louis, Missouri 63103 USA) stammen, wurden jeweils entsprechend ihrer
Konzentration in 5 ml DMEM + 10 % FKS  gebracht und standen so als Medium für
die einzelnen Time-lapse-Untersuchungen zur Verfügung.
Als Blocker von verschiedenen Typen von Kaliumkanälen (siehe Einleitung) wurde
zunächst die Substanz Tetraethylammonium (TEA), FW 167 g/mol verwendet (Basrai
et al., 2002). Diese Substanz hat bekannterweise, je nach verwendeter Konzen-
tration, neben der Inhibierung des BK-Kanals einen verschieden starken Einfluss
auch auf andere Kanäle, v.a. Kaliumkanäle (Lang et al., 1990). Verwendet man
Konzentrationen <1mmol/l, so handelt es sich um einen nur den BK-Kanal
betreffenden (Lang et al., 1990). Als weiteren Blocker verwendeten wir Iberiotoxin
(IBTX), FW 4230 g/mol, ursprünglich als Skorpiongift bekannt geworden, mit einer
hohen Spezifität für BK-Kanäle und einer 65 % Inhibierung des BK-Stromes (Gribkoff
et al., 1996; Kraft et al., 2001; Basrai et al., 2002) und Paxilline, FW 435,6 g/mol,
einer von einem Pilzgift abgeleiteten Substanz (Penicillium paxilli), Stammlösung in
Methanol (10mg/ml) mit einer hohen Spezifität für BK-Kanäle und einer 80 %
Inhibierung des BK-Stromes (Knaus et al., 1994; Gribkoff et al., 1996).
Als Aktivatoren des BK-Kanals wurden folgende Substanzen verwendet: Phloretin,
FW 274,3 g/mol, ein pflanzlicher Wirkstoff, Stammlösung in Äthanol  (10 mg/ml)
(Gribkoff et al., 1996; Ransom et al., 2001) sowie NS1619, FW 362,3 g/mol, ein
synthetisch hergestellter Aktivator, Stammlösung in Äthanol (26 mg/ml), (Gribkoff et
al., 1996; Yamamura et al., 2001). Zur Prüfung der physiologischen Relevanz der
Versuche (siehe Teil Ergebnisse) wurde weiterhin die Substanz Azetycholin (ACh)
verwendet (Bordey et al., 2000).
Das verwendete Medium DMEM ist bereits im Abschnitt Zellkultur charakterisiert
worden.
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4.4. Zeitraffer-Mikroskopie
Für die Zeitraffer (Time-lapse)-Experimente wurde jeweils ca. 48 h vor dem
Versuchsbeginn 1 ml einer Zellsuspension mit einer Konzentration von 20.000
Zellen/ml Medium auf eine 5 cm im Durchmesser messende unbeschichtete
Petrischale (Fa. Greiner Labortechnik, Frickenhausen, Deutschland) zentral aufge-
bracht (Suspensionsmedium bestehend aus DMEM + 10 % FKS + 1321N1 Zellen).
Nun verblieben diese vorbereiteten Petrischalen bis zum Versuchsbeginn in einem
Inkubator mit kontrollierter Atmosphäre von 5 % CO2 und 37 °C in befeuchteter Luft.
Nach Ablauf der Inkubationszeit waren die Zellen auf der unbeschichteten
Oberfläche angewachsen. Dann wurde das zunächst zur Suspension dienende
Medium entzogen und durch 5 ml Versuchsmedium ersetzt. Dieses bestand
wiederum aus DMEM und 10 % FKS zuzüglich des anteilig, je nach gewünschter
Konzentration, zugeführten Blockers oder Aktivators. Die Petrischale wurde nun in
eine klimakontrollierbare Mikroskopierkammer platziert. Ein die Mikroskopierkammer
beheizendes Element, das die Temperatur beständig auf 37 °C hielt (tempcontrol 37-
2 digital Axiovert, Carl-Zeiss Jena) und ein Gerät zur kontinuierlichen Erzeugung 5 %
CO2 haltiger befeuchteter laminarer Luftströmung (CTI Controller 3700 digital
Axiovert, Carl-Zeiss Jena) sorgten während des Zeitraumes des Experimentes für
eine gleich bleibende Atmosphäre wie schon im Inkubator. Nun folgte die Auswahl
der zu messenden Gruppen von Einzelzellen. Diese wurden unwillkürlich
ausgesucht, wobei jedoch darauf geachtet wurde, dass die ausgewählten Zellen
keinen lichtmikroskopisch sichtbaren Interzellularkontakt aufwiesen. Die
Positionierung und Fokussierung der Zellen wurde mit Hilfe eines Manipulators
durchgeführt (Multicontrol 2000, Visitron Systems, Puchheim, Deutschland), der auch
während des laufenden Experiments für die automatische Fokussierung der Zellen
sorgte. Durch das angeschlossene invertierte Phasenkontrastmikroskop Axiovert S
100 (Carl Zeiss, Jena, Deutschland) mit Objektiv A-Plan (10x / 0,25 Ph1 441031,
Carl-Zeiss Jena, Deutschland) mit installierter Digitalkamera (Visitron Systems, Sony
3CCD Video Camera Module, Visitron Systems, Puchheim, Deutschland) wurden
nun die Bilder über einen Hardwareadapter in einen PC mit installierter Metaview-
Software (Universal Imaging Cooperation, West Chester, USA) übertragen. Diese
Software ermöglichte es, mehrere Positionen auszuwählen und zu speichern, die in
der Folge erneut gefunden und automatisch fokussiert werden konnten. Zum Schutz
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vor Vibrationen befand sich das Mikroskop auf einem vibrationsgeschützten
Mikroskopiertisch. Pro Experiment wurden 8 Positionen ausgewählt. Nach Start des
zwölf Stunden dauernden Experiments wurden nun nacheinander alle Positionen
angefahren, fokussiert und aufgenommen. Mit einem gewählten Intervall von 10 min
wiederholte sich dieser Vorgang, so dass schließlich nach zwölf Stunden insgesamt
73 Bilder pro Position vorhanden waren. Im Intervall sorgte ein Shutter (UniBlitz /
Model D122 Shutter Driver / Vincent Associates, New York, USA) für das Schließen
der Blende und schützte somit die Zellen vor zusätzlichen Lichteinflüssen. Nach
Abschluss einer Serie von Experimenten folgte die Auswertung. Hierzu wurde zufällig
ein Experiment ausgewählt. Die 73 Bilder pro Position wurden mit Hilfe der Software
zu einem Bilderstapel formatiert, der nun als Zeitrafferaufnahme in Form eines
Kurzfilms zur Verfügung stand. Bild für Bild konnte jetzt die Bewegung von
Einzelzellen rekonstruiert werden. Aus den pro Versuch ausgewählten 8
verschiedenen Aufnahmepositionen in der adhärenten Zellkultur wurden nun 10
Zellen ausgesucht. Zur Messung ausgewählt wurden jedoch nur die Zellen, die
während des gesamten Zeitraumes das Sichtfeld nicht verließen und deren Position
somit stets nachvollziehbar blieb, und die keine lange andauernden
Interzellularkontakte zeigten. Nun fand die Messung der pro Intervall zurückgelegten
Strecke, Zelle für Zelle und Bild für Bild durch die gesamten 73 Bilder statt. Dabei
wurde die von Bild zu Bild veränderte Position des Zellkerns gemessen. Das
wiederum bedeutet, dass das Ausmass der Somabewegung der beobachteten Zelle
oder etwaige Membranoszillationen nicht als Migration gedeutet und damit hier nicht
berücksichtigt wurden. Die pro Zelle gemessenen Einzelstrecken in Bildpunkten
wurden addiert und in mikrometer umgerechnet.
Da pro Versuchskonstellation 3 unabhängige Versuche durchgeführt wurden, lagen
am Ende für jede, dem Medium zugesetzte Substanz, 30 Messergebnisse, im Sinne
von über 12 h ermittelten Migrationsstrecken der Einzelzellen vor. Die
Migrationsgeschwindigkeit wurde schließlich aus den gesamten, während des
Beobachtungszeitraumes zurückgelegten Strecken errechnet.
Danach wurden die Messergebnisse der im jeweils ausgewerteten Fall verwendeten
Substanz oder der Kontrollgruppe zugeordnet.
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Abb. 7: Prinzip der Messung der zurückgelegten Strecke während eines 12 h
Intervalls schematisch dargestellt an einer Einzelzelle
Bei der Messung der zurückgelegten Strecke wird von Bild zu Bild die veränderte
Position des Zellkerns gemessen. Etwa vorhandene Somabewegungen um den
Zellkern ohne Positionsänderung des Zellkernes selbst wurden somit nicht erfasst.
4.5. Datenanalyse
Alle, aus den Messungen von 30 Zellen pro verwendete Reagenzkonzentration
resultierenden Daten, sind als Mittelwert +/- Standardabweichung der Mittelwerte
angegeben. Für Signifikanznachweise wurde, wie in der Besprechung der
Experimente mit dem Institut für medizinische Statistik, Informatik und
Dokumentation der Universität Jena (Jahnstr.3 07743 Jena) festgelegt, zunächst ein
Boxplots zur Prüfung der Ergebnisse auf deren Verteilung durchgeführt.. Aus diesem
ergab sich, dass nicht alle Stichprobenumfänge normalverteilt waren. Aus diesem
Grund wurden die Signifikanznachweise mit einem Man-Whitney-U-Test
durchgeführt. Dabei wurden die Signifikanzen der jeweils verwendeten Substanz zur
Kontrollreihe untersucht. Bei einem p<0,05 handelt es sich dabei um ein signifikant
                                                     KAMERA
           Beginn                                                                  Zeitintervalle von 10 min
Gliomzelle
Zellkern
Petrischale
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unterscheidbares Ergebnis. Werte >0,05 sind als nicht signifikant unterschiedlich zu
betrachten. Die jeweils erreichten p-Werte sind im Teil Ergebnisse gesondert
verzeichnet.
Für die tabellarische Aufarbeitung der Daten und Berechnungen bezüglich der
Mittelwerte, Standardabweichungen wurden die Programme Origin (Version 5.0
MicroCal Software, Inc., Northhampton, MA, USA) und Excel (Microsoft, Bellevue,
WA, USA) verwendet. Die Berechnung der Signifikanzen fand mit Hilfe des
Programms SPSS (Chicago, Illinois, USA) statt.
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5. Ergebnisse
Voraussetzung für die Durchführung der Experimente war der Nachweis des
Vorhandenseins von big conductance (BK) Kaliumkanälen in der humanen
Astrozytomzelllinie 1321N1. Dies wurde, wie im Abschnitt 3.2. gezeigt, anhand
elektrophysiologischer Methoden bestätigt. Zusätzlich wurde gezeigt, dass diese BK-
Kanäle unter physiologischen Bedingungen, d.h. bei in Gliomzellen vorkommendem
Ruhemembranpotential und physiologischen intrazellulären Calciumkonzentrationen
zwischen 10 nM und 1 mM aktiv sind, bzw. aktiviert werden können.
5.1. Grundlegende Beobachtungen zur Migration an 1321N1 Gliomzellen
Die Migration der Zellen wurde mit Zeitraffervideosequenzen (Time-lapse
Mikroskopie) untersucht. Während der Migration zeigten die Zellen morphologische
Veränderungen, wie einen polarisierten Zellkörper mit sich ständig verändernden
Lamellipodien am in Migrationsrichtung liegenden vorderen Zellende und einem
langen, sich in Folge retrahierenden Schwanz am hinteren Ende (Abb.8). Diese
Zellbewegungen, die oft auch als Oszillation ohne Positionswechsel der Zelle
imponierten, konnten jedoch nicht messbar gemacht werden und wurden hier
vernachlässigt. Stattdessen orientierte sich die Bewegungsmessung an der von
Aufnahme zu Aufnahme jeweils nach einem Intervall von 10 min veränderten
Zellkernposition. Die Abbildung 9 zeigt das Vorgehen bei Messung der migrierten
Strecke einer Einzellzelle in der Kontrollgruppe. Anhand der so ermittelten Strecken
konnte nun eine Gesamtstrecke über 12 h gemessen, sowie eine durchschnittliche
Zellgeschwindigkeit errechnet werden, die im Folgenden als Vergleichsparameter
dienen sollen.
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Abb.8: Morphologische Veränderungen einer migrierenden 1321N1 humanen
Gliomzelle
Die Abbildung zeigt den polarisierten Zellkörper einer Einzelzelle mit sich in Richtung der
Migration ständig verändernden Lamellipodien am vorderen Zellende und einem sich in
Folge retrahierenden Schwanz am hinteren Ende. Die 6 Aufnahmen repräsentieren 6
aufeinanderfolgende Bilder der gleichen Position, umfassen also einen Zeitraum von 1
Stunde.
A        B  
C        D   
E        F   
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Abb.9:  Darstellung der Migration einer 1321N1 Astrozytomzelle
Die Migrationsstrecke einer Einzelzelle wird über einen Zeitraum von 12 h beobachtet. Zu
den im Diagramm markierten Zeitpunkten A=1h, B=5h, C=9h und D=12h ist jeweils die Zelle
mit der bereits migrierten Strecke (in Form einer weissen Markierung) in der entsprechenden
Abbildung A, B, C oder D dargestellt.
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5.2. Einfluss von BK-Kanal inhibierenden Substanzen auf die Migration
Die ersten Experimente wurden mit 3 verschieden spezifischen BK-Kanal Blockern,
Tetraethylammonium (TEA), Iberiotoxin (IBTX) und Paxilline, durchgeführt. Die
durchschnittliche Migrationsgeschwindigkeit aller unbehandelten Zellen
(=Kontrollgruppe; n=30) betrug 21,66±6 mm/h. Zunächst testeten wir TEA behandelte
Zellen. Diese zeigten bei Konzentrationen von 0,5mmol/l (p=0,723) und 1mmol/l
(p=0,098) (Zellzahl jeweils n=30), die als BK-Kanal spezifisch beschrieben werden
(Lang et al., 1990), einen nicht signifikanten Einfluss (p>0,05) auf die Migration, mit
einer Migrationsgeschwindigkeit von 19,64±3,1 mm/h für 0,5mmol/l TEA und
17,94±4,1 mm/h für 1mmol/l TEA. Höhere Konzentrationen von 5 (p=0,00) und 20
mmol/l (p=0,001) hemmten jedoch die Migration signifikant (p<0,05). Die Zellen
zeigten Durchschnittswerte für die Migrationsgeschwindigkeit von 14,88±3,15 mm/h
für 5mmol/l TEA (n=30) und 14,08±4,5 mm/h für 20mmol/l TEA (n=20) (siehe
Abb.10).
Abb. 10: Migrationsstrecke bei verschiedenen Konzentrationen des BK-Kanal
Blockers TEA (0,5; 1; 5 und 20mmol/l TEA) im Vergleich zur Kontrolle
Bei den für BK-Kanäle spezifischen Konzentrationen des Inhibitors TEA von =/< 1mmol/l war
nur eine leichte Hemmung der Migration nachweisbar, die nicht signifikant ist (p>0,05).
Höhere Konzentrationen von 5 und 20 mmol/l zeigten jedoch eine signifikante Inhibition der
Migration (p<0,05).
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Die in den folgenden Experimenten verwendeten spezifischen BK-Kanal-Blocker
Iberiotoxin und Paxilline zeigten keinen statistisch signifikanten Unterschied
hinsichtlich der Migrationsstrecke im Vergleich zur Kontrolle oder untereinander
(p>0,05). Mit 100nM Iberiotoxin (p=0,918) hatten die Zellen (n=30) eine
Durchschnittsgeschwindigkeit von 21,43±6,2 mm/h und bei Applikation von 5mmol/l
Paxilline (p=0,894) zeigten sie (n=30) durchschnittlich 21,94±7,4 mm/h im Vergleich
zu 21,66±6,0 mm/h bei unbehandelten Zellen (n=30) (Abb. 11).
Abb. 11: Einfluss von BK-Kanal-Inhibitoren Iberiotoxin (IBTX, 100nM) und Paxilline
(5mM) auf die Migrationsstrecke bei 1321N1 Zellen
Die als spezifisch anzusehenden BK-Kanal-Blocker Iberiotoxin und Paxilline zeigten keinen
signifikanten Einfluss auf die Migration von 1321N1 humanen Gliomzellen (p>0,05). Die für
beide Substanzen gemessenen Strecken glichen dem Niveau der Kontrollzellen.
5.3. Einfluss von BK-Kanal aktivierenden Substanzen auf die Migration
Der nächste Schritt war die Untersuchung der BK-Kanal aktivierenden Substanzen.
Dazu wurden Phloretin (100mM) und NS1619 (100mM) eingesetzt. Da nachgewie-
senermaßen auch Azetylcholin (ACh) einen BK-Kanal aktivierenden Effekt besitzt
(Bordey et al., 2000) und in entsprechend erhöhten Konzentrationen in der
Zerebrospinalflüssigkeit von Hirntumoren gefunden wurde (Bychkovskii et al.,  1998),
fand zusätzlich diese Substanz als physiologischer BK-Kanal Aktivator in einer
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Konzentration von 100mM Anwendung. Alle drei Substanzen führten zu einer
signifikanten (p<0,0001) Inhibierung der migrierten Strecken und somit der
Migrationsgeschwindigkeiten von 40-50 %. Die mit Phloretin (p=0,00) behandelten
Zellen (n=30) migrierten durchschnittlich 12,4±3,9 mm/h, solche die mit NS1619
(p=0,00; n=30) versetzt wurden 11,16±2,8 mm/h und Zellen (n=30) deren Medium
Azetylcholin (p=0,00) enthielt 12,36±3,4 mm/h, alle Werte im Vergleich zu 21,66±6,0
mm/h bei den Kontrollzellen (Abb. 12).
Abb. 12: Signifikante Inhibierung der Migration unter Zugabe der BK-Kanalaktivatoren
Phloretin (100mM), NS1619 (100mM) und Azetylcholin (100mM)
Unter Zugabe von direkten und indirekten BK-Kanal-Aktivatoren kam es zu einer
signifikanten (p<0,0001) fast 50 %igen Hemmung der Migration im Vergleich zur Kontrolle.
Alle drei verwendeten Substanzen zeigten dabei in etwa gleiche Resultate.
Dieses Phänomen der Migrationshemmung durch Aktivierung von BK-Kanälen
veranlasste uns dazu, eine Kontrolle der Reversibilität dieser Inhibierung der
Migration durchzuführen. Dazu wurden Zellen (n=10), die zunächst 4 h in
unbehandeltem Medium beobachtet wurden für ein Zeitintervall von 3 h mit
phloretinhaltigem Medium (Phloretin 100mM) in Kontakt gebracht, welches danach
wieder gegen das Kontrollmedium ausgetauscht wurde. In diesem wurden die Zellen
dann nochmals 5 h beobachtet. Diese Experimente zeigten eine vollständige
Reversibilität der phloretininduzierten Migrationshemmung. Während es, wie bei den
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vorher über 12 h beobachteten Zellen unter Phloretineinfluss (siehe oben) zu einer
50%igen Hemmung der Migration kam, migrierten die Zellen nach dem Ende der
Phloretinexposition wieder mit etwa der gleichen Geschwindigkeit wie zu Beginn des
Experimentes bzw. wie in der Kontrolle.
Abb. 13: Phloretinexposition von 1321N1 Zellen während eines bestimmten
markierten Zeitintervalls - Nachweis der Reversibilität der Hemmung der
Migration unter Einfluss des BK-Kanal Öffners Phloretin (100mM)
Während zu Beginn des Experimentes die 10 beobachteten Zellen im Kontrollmedium
beobachtet wurden, applizierten wir  nach 4 Stunden Phloretin (100mM) in die Badlösung.
Dabei kam es wie auch in den Vorversuchen gezeigt zu einer Hemmung der Migration von
mehr als 50 %. Nach Belassen des phloretinhaltigen Mediums für einen Zeitraum von 3
Stunden wurde dieses gegen das Kontrollmedium ausgetauscht. In den verbleibenden 5 h
erreichten die Zellen wieder beinahe die Migrationsstrecken, wie zu Beginn des
Experimentes. Es zeigte sich also eine reversible Inhibition der Migration.
In den ersten vier Stunden im Kontrollmedium hatten die Zellen (n=10) eine
durchschnittliche Geschwindigkeit von 33,30±2,2 mm/h. Unter Phloretin zeigten sie in
den nächsten 3 Stunden eine Geschwindigkeit von 11,64±0,38 mm/h. Nach
Austausch des phloretinhaltigen Mediums gegen das Kontrollmedium zeigten sie in
den 5 Stunden bis zur Beendigung des Experimentes eine Geschwindigkeit von
26,05±5,3 mm/h (siehe Abb. 13).
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5.4. Koapplikation von BK-Kanal Aktivatoren und BK-Kanal Inhibitoren
Zusätzlich zu den Einzelexperimenten mit Aktivatoren und Inhibitoren wurden nun
BK-Kanal Öffner und Blocker gemeinsam appliziert.
Abb. 14: Koapplikation von BK-Kanal aktivierenden und hemmenden Substanzen
Gliomzellen werden 12 h unter Koapplikation verschiedener Kombinationen jeweils eines
BK-Kanal Aktivators und eines BK-Kanal Inhibitors beobachtet. Die verschiedenen
Konstellationen sind: Phloretin (100mM) / Iberiotoxin (100nM), Phloretin (100mM) / Paxilline
(5mM), Azetylcholin (100mM) / Iberiotoxin (100nM) und NS1619 (100mM) / Paxilline (5mM).
Der offensichtlich durch BK-Kanal-Aktivierung induzierte Effekt der Migrationshemmung wird
hierdurch vollständig aufgehoben. Die von den Zellen in allen 4 Experimenten migrierten
Strecken entsprechen in etwa den Kontrollversuchen, d.h. sind von diesen nicht signifikant
unterschiedlich (p>0,05).
Dabei zeigte sich, dass die Koapplikation von BK-Kanal Aktivatoren und Inhibitoren
zu einer vollständigen Aufhebung der offensichtlich durch BK-Öffnung induzierten
Migrationshemmung führt. Um dies von einem zufälligen Nebeneffekt zu trennen,
wurde dieses Experiment mit allen 3 BK-Kanal Öffnern (Phloretin, NS1619 und
Azetylcholin) und den beiden spezifischen BK-Kanal Blockern Iberiotoxin und
Paxilline durchgeführt.
Alle 4 Experimente zeigten statistisch nicht signifikante (p>0,05), von der Kontrolle
und untereinander nicht differenzierbare Ergebnisse. Unter Applikation von Phloretin
  Kontrolle         Phlor/Ibtx       Phlor/Pax        ACh/Ibtx      NS1619/Pax
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(100mM) und Iberiotoxin (100nM) (p=0,894) hatten die Zellen (n=30) eine
durchschnittliche Migrationsgeschwindigkeit von 20,67±3,9 mm/h. Die gemeinsame
Anwesenheit von Phloretin (100mM) und Paxilline (5mM) (p=0,574) im Medium
erbrachte für n=30 21,13±7,3 mm/h. NS1619 (100mM) und Paxilline (5mM) (p=0,193)
zusammen (n=30) führten zu einer Geschwindigkeit von 22,03±2,9 mm/h und ACh
(100mM) koappliziert mit Iberiotoxin (100nM) (p=0,408) zeigten 22,03±5,7 mm/h
(n=30) (Abb. 14).
5.5. Migration von 1321N1 Zellen bei erhöhtem extrazellulärem Kalium
Da eine erhöhte extrazelluläre Kaliumkonzentration in vorherigen Experimenten zu
einer Zunahme der Proliferation führte (Basrai et al., 2002), wurde zusätzlich ein
Versuch mit erhöhtem extrazellulärem Kalium von 15mM durchgeführt. Dies führte zu
einer signifikanten (p<0,05) Inhibierung der Migration. Unter dem Einfluß von 15mM
Kalium im extrazellulären Medium migrierten die Zellen mit einer durchschnittlichen
Geschwindigkeit von 13,75±6,6 mm/h (p=0,045; n=20). Die Kontrolle zeigte wiederum
mit 21,66±6,0 mm/h eine deutlich höhere Geschwindigkeit (siehe Abb. 15).
5.6. Zusammenfassung der Ergebnisse der Migrationsstudien
Resümierend kann man sagen, dass alle verwendeten BK-Kanal aktivierenden
Substanzen, die BK-Öffner Phloretin und NS1619, als auch der physiologische BK-
Kanal Aktivator Azetylcholin in beinahe gleichem Ausmass eine Hemmung der
Migration der beobachteten Astrozytomzellen 1321N1 zeigten. Diese
Migrationshemmung ist bei den hier benutzten Versuchskonstellationen als reversibel
nachgewiesen worden, d.h. nach Wegnahme der BK-Kanal aktivierenden Substanz
endet auch der Effekt auf die Migration. Eine Inhibierung der BK-Kanäle der
Gliomzellen durch die Inhibitoren TEA, Iberiotoxin und Paxilline hatten keinen
nachweisbaren Einfluß auf die Migration. Eine Koapplikation dieser Substanzen mit
BK-Kanal Aktivatoren führte darüber hinaus zu einer Aufhebung des durch die BK-
Kanal Aktivatoren induzierten Effektes auf die Migration in den beobachteten
Gliomzellen.
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Abb.15: Einfluss von erhöhtem extrazellulären Kalium auf die Migration von 1321N1
Astrozytomzellen
Gezeigt wird hier der Vergleich von Kontrollzellen (n=30) zu Zellen (n=20), die sich in einem
Medium mit 15 mM extrazellulärem Kalium befinden. Dieser Einfluss führt zu einer
signifikanten (p<0,05) Hemmung der Migration um zirka 30 %.
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6. Diskussion
6.1. Methode der Zeitraffer-Videomikroskopie
Um die Beobachtung von Einzelzellen über einen bestimmten Zeitraum zu
ermöglichen, nutzten wir die Methode der Zeitraffer-Videomikroskopie (time-lapse-
microscopy). Mit diesem Verfahren konnte die Bewegung der Gliomzelle
kontinuierlich verfolgt, das Migrationsverhalten hinsichtlich Direktionalität beurteilt
und schließlich die während des gesamten Zeitraumes zurückgelegte Strecke
messbar gemacht werden. Das  inzwischen gut etablierte Verfahren wurde auch von
anderen Arbeitsgruppen zur Charakterisierung verschiedener Einflussfaktoren auf die
Migration von Gliomzellen, die später noch näher beleuchtet werden sollen,
verwendet (Soroceanu et al., 1999; Demuth et al., 2000; Werbowetski et al., 2001).
Im Vergleich zu anderen Migrations-Assays wie der „Boyden-Kammer“ (Brockmann
et al., 2003; Basrai Promotion, 2003) oder dem von Giese et al. 1996 verwendeten
„Microliter scale migration assay“ ist es mit Hilfe der Zeitraffer-Videomikroskopie
besser möglich Zellen auszuwählen und deren Verhalten über einen bestimmten
Zeitraum zu verfolgen. Durch die gezielte Auswahl der gemessenen Zellen können
zusätzliche Einflussfaktoren, wie z.B. lichtmikroskopisch sichtbare Interzellulär-
kontakte, weitgehend vermieden werden. Natürlich war eine Migrationsbeeinflussung
durch von benachbarten Zellen ausgeschüttete Botenstoffe nicht verhinderbar. Da
Vorversuche zeigten, dass die Zellen nach einer Ruhephase von 36-48 Stunden
auch ohne Vorbeschichtung der Petrischalen mit extrazellulärer Matrix
beziehungsweise einem Äquivalent (z.B. Kollagen (I,II,IV), Laminin, Fibronectin,
Vitronectin, Hyaluronsäure) auf dem Boden der Petrischale hafteten, verzichteten wir
auf den Einsatz von extrazellulärer Matrix. Dadurch war es möglich, eine von der
extrazellulären Matrix unabhängige Zellmigration zu untersuchen.
Dennoch stellt das von uns genutzte Modell zur Untersuchung des Einflusses von
Ionenkanalmodulatoren auf die Migration, als einem Teil des komplexen Prozesses
der Invasion, ein sehr künstliches System dar. Die Ausschaltung zusätzlicher
Einflussfaktoren ermöglicht zwar eine recht spezifische Charakterisierung des
Einflusses der verwendeten Modulatoren durch die veränderte Kanalaktivität auf die
Migration in vitro, läßt aber gleichzeitig einen Rückschluss auf die Situation in vivo
nicht zu. Das heißt, um die hier gefundenen Effekte der Kanalmodulatoren noch
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besser auf die Migration von Gliomzellen übertragen zu können, müsste man die
Experimente mit stärker an in vivo orientierten Bedingungen wiederholen (siehe
Kapitel 6.4. Weiterführende Betrachtungen).
6.2. Aktivität von BK-Kanälen in 1321N1 humanen Astrozytomzellen
Wie bereits im Kapitel 3.2. erwähnt, galt es vor Beginn der Experimente sicher zu
stellen, dass die zu untersuchenden 1321N1-Astrozytomzellen BK-Kanäle
exprimieren und diese auch unter physiologischen Bedingungen aktiv bzw.
aktivierbar sind.
Dies wurde durch die Arbeiten von Kraft und Basrai in unserer Arbeitsgruppe gezeigt
(Kraft et al., 2001; Basrai et al., 2002). Bei schrittweiser Änderung des Membran-
potentials von –80 bis +180 mV zeigten die Zellen bei einem Potential von –60 mV
einen schnell aktivierten großen Auswärtsstrom, der über 100 ms nicht inaktivierbar
war. Diese Ströme konnten als Kaliumströme identifiziert werden, da sie durch einen
Austausch von Chlorid gegen Glutamat in der Badflüssigkeit nicht vermindert und
durch CsCl in der Pipettenlösung vollständig aufgehoben wurden. Auch die für BK-
Kanäle typische Aktivierung durch intrazelluläres Calcium wurde an 1321N1-Zellen
getestet. Dabei wurden Konzentrationen von 10 nM und 1 mM verwendet. Dieser
Bereich der intrazellulären Calciumkonzentration wurde von Bordey et al. (2000) als
physiologisch beschrieben. Das Ergebnis war eine für BK-Kanäle typische
Linksverlagerung der IV-Kurve durch den Anstieg des intrazellulären Calciums (siehe
Abb.5). Da diese nachgewiesenermaßen hohe Calciumsensitivität in 1321N1-Zellen
auf der Expression der b-Untereinheit basiert, wird deren Vorhandensein auch in
1321N1-Zellen angenommen. In anderen Gliomen (Zellinie STTG-1; Ransom et al.,
2001) waren jedoch zu diesen Untersuchungen differierende Membranspannungen
von V0.5+12 mV für eine halbmaximale BK-Kanal-Aktivierung bei oben genannten
intrazellulären Calciumkonzentrationen nötig. Das lässt annehmen, dass die
Calciumsensitivität zwischen einzelnen Gliomzelllinien unterschiedlich ausfallen
kann. Bemerkenswert in diesem Zusammenhang und wichtig für die folgenden
Betrachtungen ist auch die Tatsache, dass nicht ein Anstieg des totalen
zytosolischen Calciums für eine BK-Kanal-Aktivierung nötig ist, sondern bereits ein
Anstieg des Calciums im submembranären Raum nahe der b-Untereinheit ausreicht
(Palotta et al., 1987). Das dafür nötige Calcium liefern Calciumkanäle von
extrazellulär, die sich in der Nähe des BK-Kanals befinden (Hoyer et al., 1994).
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Weiterhin wurde auch eine mögliche Inhibierung dieser Ströme mit BK-Kanal-
spezifischen Inhibitoren bzw. Inhibitorkonzentrationen nachgewiesen (Basrai et al.,
2002). Dabei wurden die Substanzen Iberiotoxin (100 nM, BK-Kanal spezifisch) und
Tetraethylammonium (1mM, BK-Kanal-spezifisch bei Konzentrationen kleiner oder
gleich 1 mM (Lang et al., 1990) verwendet (siehe Abbildung 6).
Voraussetzung für eine Funktion von BK-Kanälen unter physiologischen
Bedingungen in den hier untersuchten 1321N1-Zellen ist jedoch vor allem eine
signifikante Öffnungswahrscheinlichkeit bei physiologischem Ruhemembranpotential.
Dies wurde ebenfalls untersucht. Basrai et al. (2002) zeigten anhand eines „excised
patch“-Modells bei einem Ruhemembranpotential von –20mV, typisch für Gliome
(Bordey et al., 2000; Kraft et al., 2003), eine deutliche BK-Kanalaktivierung unter der
oben näher beschriebenen, noch physiologischen Calciumkonzentration von 1mM
(Basrai et al., 2002). Diese Ergebnisse stimmten überein mit der Arbeit von Ransom
et al. (2001).
Zusammenfassend kann also unter physiologischen, aber experimentellen
Bedingungen von einer möglichen Aktivierung von BK-Kanälen ausgegangen
werden. Dies lässt jedoch nur sehr eingeschränkt Schlüsse auf die Aktivität in vivo
zu. Die hier vorhandene Balance zwischen aktivierenden und inhibierenden Faktoren
ist in der gewählten experimentellen Anordnung nur annäherungsweise simulierbar.
Bei den zur Charakterisierung verwendeten „excised patch“-Experimenten wird
beispielsweise die Beeinflussung der Aktivität von BK-Kanälen durch das Zytoskelett
vernachlässigt. Dass diese jedoch in vivo eine Rolle spielt, wurde in verschiedenen
Experimenten nachgewiesen. Unter dem Einfluss proteolytischer Substanzen führten
Zytoskelettveränderungen zu einem leichten Anstieg der Öffnungswahrscheinlichkeit
der BK-Kanäle, wohingegen „excised patches“ – und damit von der natürlichen
Umgebung isolierte Kanäle – unter diesem Einfluss einen starken Anstieg der
Öffnungswahrscheinlichkeit zeigten (Benz et al., 1998). Ähnliche Resultate waren in
Meningeomzellen unter Einfluss von Cytochalasin D nachweisbar, welches das
Zytoskelett dissoziiert und zu einer Zunahme der Öffnungswahrscheinlichkeit von
BK-Kanälen führte (Kraft et al., 2000). Weiterhin wird die Aktivität von BK-Kanälen
auch durch andere intrazelluläre Signalübertragungswege kontrolliert. Durch
Proteinkinase A bedingte Phosphorylierung von intrazellulären Kanalproteinen des
BK-Kanals kommt es beispielsweise zu einer Zunahme der Öffnungszeit und
Öffnungswahrscheinlichkeit des Kanals (Jakab et al., 1997). Die Exposition von
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glialen Müllerzellen gegenüber einem Aktivator der Proteinkinase C führte hingegen
zur Inhibierung von BK-Kanälen (Schopf et al., 1999). Dies zeigt also die
gegensätzliche Bedeutung der Proteinkinasen A und C für die Modulation der BK-
Kanalaktivität. Einige von diesen Einflussfaktoren, die wie oben beschrieben in vivo
von Bedeutung sind, mögen bei der BK-Kanalcharakterisierung durch Patch-clamp-
Experimente vernachlässigt sein. Dennoch lässt sich aus den obigen
Untersuchungen schlussfolgern, dass nicht notwendigerweise eine
Membrandepolarisation für die Aktivierung des BK-Kanals erforderlich ist, sondern es
ausreicht, wenn die innere Calciumkonzentration zwischen 100nM und 1mM beträgt
(Basrai et al., 2002). Dies macht Sinn, da ein Ionenkanal, der starke Depolarisationen
für seine Aktivierung benötigt, kaum eine physiologische Funktion in nichterregbaren
Zellen, wie der hier untersuchten Gliomzelllinie, haben dürfte.
6.3. BK-Kanäle in Gliomen
In anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde, wie bereits im Kapitel 1.3.1.3.
ansatzweise erwähnt, ein Zusammenhang der Aktivität von BK-Kanälen und der
Proliferation von humanen Gliomzellen festgestellt. Dabei zeigten Basrai et al.
(2002), dass eine Erhöhung des extrazellulären Kaliums auf Werte zwischen 5mM
und 20mM zu einer Zunahme der Proliferation um 20% führten. Diese Kaliumwerte
werden aufgrund der Nekroseprozesse in der Umgebung von Hirntumoren zeitweise
als physiologisch vermutet, auch wenn dafür keine konkreten Daten existieren
(Ransom et al., 2001; Basrai et al., 2002). Dieser Kaliumanstieg führt durch eine
Depolarisation der Zellmembran auch gleichzeitig zu einer Aktivierung von BK-
Kanälen (Ransom et al., 2001). Wurden diese durch die BK-spezifischen Inhibitoren
Iberiotoxin (100nM) oder TEA (1mM) gehemmt,  war die erhöhte Proliferation unter
sonst gleichen Bedingungen nicht nachweisbar (Basrai et al., 2002). Der unter
physiologischen Verhältnissen aktive BK-Kanal spielt also nachweislich eine
regulierende Rolle bei der Proliferation von Gliomen.
Außer der Proliferation haben die Prozesse der Zellbewegung und Invasion zentrale
Bedeutung für die Malignität von Gliomen. Einen Zusammenhang dieser Prozesse
mit der Aktivierung von BK-Kanälen durch Muskarin stellten Bordey et al. (2000) her.
Diese Arbeit brachte erstmals den BK-Kanal in den Vordergrund der Betrachtung zur
Zellmigration bei malignen Hirntumoren.
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6.3.1. Bedeutung von BK-Kanälen für die Zellmigration
Im Liquor von Patienten mit primären Hirntumoren wurden interessanterweise
erhöhte Spiegel von Azetylcholin gefunden (Bychkovskii et al., 1998). Diese
Substanz ist bekannt als starkes Mitogen für Gliomzellen (Guizetti et al., 1997). Ein
möglicher Einfluss von Azetylcholin auf die Migration wurde erstmals von Bordey et
al. (2000) untersucht. Diese wiesen an der Gliomzelllinie U373 nach, dass es durch
Muskarin, einem Agonisten an muskarinischen Azetylcholinrezeptoren, zu einer
Calciumfreisetzung aus intrazellulären Speichern kommt, welche zu einer indirekten
Aktivierung von Calcium- abhängigen BK-Kanälen führt. Gleichzeitig hemmt die
Gabe von Muskarin die Migration der untersuchten Gliomzellen. Die längere
Konfrontation der Zellen mit hohen Azetylcholinkonzentrationen führte überdies zu
Calciumoszillationen und Membranoszillationen. Durch die Zugabe von Atropin
(10nM), einem Antagonisten muskarinischer Azetylcholinrezeptoren, waren sowohl
der Calciumanstieg als auch die Kaliumströme nicht mehr nachweisbar. Der in
niedrigeren Konzentrationen BK-Kanal-spezifische Blocker TEA wurde hier in einer
hohen Konzentration von 20 mM eingesetzt und blockte so nicht nur die
Kaliumströme, sondern auch den Calciumanstieg, möglicherweise gar durch einen
Antagonismus am Azetylcholinrezeptor (Bordey et al., 2000).
Unklar in der Arbeit von Bordey et al. (2000) bleibt, in wie weit die durch die
Agonisten Azetylcholin und Muskarin hervorgerufene indirekte BK-Kanalaktivierung
auch für die Migrationshemmung in den Gliomzellen verantwortlich ist.
Um diese Frage näher zu betrachten, war es nötig, nach Substanzen zu suchen, die
möglichst durch direkten Angriff am Kanal die Aktivität des BK-Kanals beeinflussen.
Somit könnte man den Effekt der Migrationshemmung bei gleichzeitiger BK-
Kanalaktivierung dann auf die BK-Kanalaktivität zurückführen. Dies war sehr gut
möglich, da für den BK-Kanal eine Reihe sehr spezifischer Aktivatoren und
Inhibitoren zur Verfügung stehen.
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Abb.16:  Einfluss von BK-Kanal-Aktivatoren auf Auswärtsströme in 1321N1-Zellen
A
B
Zeitlicher Verlauf der Aktivierung von Auswärtsströmen in humanen 1321N1-
Astrozytomzellen bei einer Membranspannung von +80 mV durch die Applikation der
Aktivatoren Phloretin (100mM; A), NS1619 (100mM; B) und des Blockers Paxilline (1mM) in
einem konventionellen Ganzzell-Experiment (Patch-clamp). Die Ströme wurden jeweils durch
Applikation von Paxilline inhibiert. Die intrazelluläre Calciumkonzentration betrug 50 nM
(modifiziert nach Kraft et al., 2003).
Die von uns in den Migrationsversuchen verwendeten Konzentrationen der
Aktivatoren Phloretin und NS1619 erzeugten in den elektrophysiologischen
Experimenten Auswärtsströme, die durch Zusatz von Paxilline, einem als BK-
spezifisch bekannten Inhibitor, vollständig gehemmt wurden (Abb.16) (Kraft et al.,
2003). Daraus schlussfolgerten wir, dass es sich bei Phloretin und NS1619 in der Tat
um effektive Aktivatoren des BK-Kanals handelt.
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Als nächstes untersuchten Kraft et al. (2003) den phloretininduzierten Anstieg der
intrazellulären Calciumkonzentration. Es zeigte sich nur ein geringer Anstieg und
dieser wurde nicht durch weitere Versuche in Calcium-freier Lösung beeinflusst.
Auch durch zusätzliche Applikation von Paxilline blieb die durch Phloretin induzierte
intrazelluläre Calciumerhöhung bestehen, ist demnach nicht von der Aktivität des BK-
Kanals abhängig. Dieser Calciumanstieg scheint also aus intrazellulären
Calciumspeichern herzurühren. Ein möglicher minimaler Anteil der BK-Kanal-
Aktivierung, die durch intrazelluläre Calciumerhöhung hervorgerufen wird, ist damit
nicht auszuschließen (Kraft et al., 2003). Ein ähnlicher Effekt von NS1619, welches in
glatten Muskelzellen zu einer partiellen Aktivierung des BK-Kanals durch Freisetzung
von Calcium aus intrazellulären Speichern führt, ist bekannt (Yamamura et al., 2001).
Die hauptsächliche Beeinflussung der Aktivität des BK-Kanals durch die beiden
aktivierenden Substanzen Phloretin (100 mM) und NS1619 (100mM) findet jedoch auf
direktem Wege statt. Das bedeutet, dass die beiden Substanzen eine bestimmte
Bindungsstelle am BK-Kanal besitzen und darüber direkt die Öffnungswahrschein-
lichkeit des Kanals regulieren (Yamamura et al., 2001). Durch diese direkte Einfluss-
nahme auf die Aktivität eines Ionenkanals erhofften wir uns, präzisere Aussagen über
die Beteiligung von BK-Kanälen an Migrationsprozessen treffen zu können. Die in
der vorliegenden Arbeit mit diesen beiden direkten Aktivatoren des BK-Kanals an
1321N1 humanen Gliomzellen durchgeführten Zeitraffer-Experimente zeigten eine
beinahe 50%ige Inhibierung der von den Gliomzellen migrierten Strecke. Dieser
Effekt auf die Migration als auch die bei BK-Kanal-Aktivierung nachweisbaren
Kaliumströme waren unter der zusätzlichen Zugabe der BK-Kanal-Blocker Iberiotoxin
(100 nM) und Paxilline (5 mM) nicht mehr nachweisbar. Im Folgenden verwendeten
wir die Substanz Azetylcholin (100 mM), die, wie von Bordey et al. (2000) gezeigt,
ebenfalls zu einer BK-Kanalaktivierung führt. Obwohl die Aktivierung von BK-Kanälen
durch Azetylcholin nachweislich über eine Erhöhung von intrazellulärem Calcium
stattfindet, Azetylcholin also ein indirekter BK-Kanalaktivator ist, fand sich ein
beinahe identisches Resultat bezüglich der Migrationsbeeinflussung verglichen mit
den anderen verwendeten direkten Aktivatoren. Auch hier war eine Inhibierung der
Migration von fast 50% nachweisbar und auch der migrationshemmende Einfluss von
Azetylcholin war durch den Inhibitor Iberiotoxin (100 nM) vollständig reversibel. Der
unterschiedliche Mechanismus der Aktivierung der BK-Kanäle spielte also keine
Rolle für den migrationshemmenden Effekt der  aktivierten BK-Kanäle. Überdies
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schließt die strukturelle Unterschiedlichkeit von NS1619, Phloretin und Azetylcholin
und der beinahe identische Grad der Migrationshemmung einen unspezifischen
Effekt dieser Substanzen auf die Zellmigration mit großer Wahrscheinlichkeit aus.
Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die Aktivierung des BK-Kanal offensichtlich
die Migration der Gliomzellen verlangsamt, und zwar unabhängig von der Art des
zugrunde liegenden Mechanismus.
Bei den BK-Kanal hemmenden Substanzen handelt es sich ausschliesslich um direkt
extrazellulär am Kanal angreifende Substanzen (Candia et al., 1992; Gribkoff et al.,
1996). Die alleinige Zugabe BK-Kanal inhibierender Substanzen wie Tetraethyl-
ammonium zum Medium in für BK-Kanäle typischen Konzentrationen von 0,5 mM
und 1 mM (Lang et al., 1990; Ransom et al., 2001) erbrachte keine signifikante
Veränderung der Migrationsstrecke während des beobachteten Zeitintervalls von 12
h. Höhere Konzentrationen, die nachgewiesenermaßen auch andere Ionenkanäle
beeinflussen (Basrai et al., 2002), zeigten bei 5 mM und 20 mM eine Abnahme der
migrierten Strecke. Die Ergebnisse der BK-Kanal spezifischen Konzentrationen sind
vergleichbar mit den Resultaten der Experimente mit den Blockern Iberiotoxin und
Paxilline. Auch diese Substanzen zeigten in BK-Kanal spezifischen Konzentrationen
keinerlei Veränderung der Migrationsstrecke der beobachteten Zellen im Vergleich
zur Kontrolle. Letztendlich verwundert ein fehlender Effekt der BK-Kanal
blockierenden Substanzen jedoch nicht, wenn man bedenkt, dass BK-Kanäle in nicht
stimulierten Zellen normalerweise ohnehin geschlossen sind (Kraft et al., 2003). Der
direkte Einfluss von Iberiotoxin auf die BK-Kanal-Aktivität darf dabei als sehr
spezifisch gesehen werden, da für diese Substanz keine weiteren direkten Effekte
bekannt sind. Für die direkt hemmende Substanz Paxilline in einer Konzentration von
5 mM scheint der von anderen Autoren beschriebene (Longland et al., 2000)
hemmende Einfluss auf den Inositol 1,4,5-triphosphate Rezeptor, der mit einer
Verminderung der intrazellulären Calciumfreisetzung verbunden ist, keine Rolle für
die Gliomzellmigration zu spielen.
Da in der Arbeit von Basrai et al. (2002) der Einfluss einer erhöhten extrazellulären
Kaliumkonzentration auf die Proliferation charakterisiert wurde, war auch ein
möglicher Effekt von erhöhtem extrazellulären Kalium auf die Migration von
Interesse. Während bei den Proliferationsversuchen von Basrai et al. (2002) die mit
einer Zunahme der BK-Kanal-Aktivität verbundene erhöhte extrazelluläre Kalium-
Konzentration zu einer Proliferationszunahme um zirka 20% führte, zeigte sich bei
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den hier durchgeführten Migrationsversuchen mit 15 mM extrazellulärem Kalium eine
deutliche Verminderung der von den Zellen zurückgelegten Strecken. Dieses
Ergebnis ist in Einklang mit der reduzierten Migrationsgeschwindigkeit nach Appli-
kation der direkten BK-Kanal-Aktivatoren. Außerdem zeigen die Experimente mit
erhöhtem extrazellulären Kalium, daß Migration und Proliferation der Gliomzellen
durch die BK-Kanal-Aktivierung antagonistisch beeinflußt wird.
6.3.2. Mögliche Mechanismen der Migrationsbeeinflussung durch BK-Kanäle
Der genaue Mechanismus, wie es zu einer BK-Kanal-abhängigen Hemmung der
Migration kommt, ist nach wie vor nicht geklärt. Viele Untersuchungen haben gezeigt,
dass unter physiologischen Bedingungen BK-Kanäle ohne zusätzliche Stimulation
inaktiv sind (Kraft et al., 2003).
Kommt es durch externe Stimuli, wie erhöhtes extrazelluläres Kalium oder durch
Azetylcholin, wie in vivo für Hirntumoren angenommen oder aber auch durch die hier
genutzten direkten Aktivatoren NS1619 und Phloretin zu einer Aktivierung des BK-
Kanals, so führt dies zu einer Zunahme des Kaliumflusses aus der Zelle. Dies
resultiert in einer Hyperpolarisation der Zellmembran, das heißt das Membran-
potential wird negativer. Das wiederum würde den Calcium-Einstrom durch
spannungsunabhängige Calcium-durchlässige Kanäle unterstützen. Dies wäre von
Bedeutung, wenn der Zusammenhang zwischen BK-Kanal-Aktivität und
Migrationsbeeinflussung durch eine Modulation des Zytoskeletts durch Verän-
derungen des intrazellulären Calciumgehaltes hervorgerufen werden würde. In den
von Kraft et al. (2003) durchgeführten Experimenten war jedoch kein signifikanter
Calciumeinstrom in 1321N1 Zellen unter lang andauernder Stimulation mit Phloretin
nachweisbar. Auch eine zusätzliche Applikation von 10% fötalem Kälberserum,
welches gewöhnlich in Migrationsversuchen benutzt wird, zeigte keine Veränderung
des Calciumeinstromes. Es ist allerdings denkbar, dass  der durch die Öffnung der
BK-Kanäle bedingte Einstrom von Calcium nur zu einem auf submembranären
Bereiche beschränkten Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration führt. Dieser
Anstieg würde sich möglicherweise nicht in Form einer starken Erhöhung des
gesamten intrazellulären Calciums im Zytosol niederschlagen. Solche Verän-
derungen des intrazellulären Calciums, die nur bestimmte Gebiete der Zelle, zum
Beispiel den submembranären Raum betreffen, könnten allerdings ausreichend sein,
um zu einer Modulation der Migration zu führen, da die funktionelle Polarisation von
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zytoskelettalen Mechanismen auch durch einen Gradienten des intrazellulären
Calciums aufrechterhalten wird (Schwab et al., 2001a ; Kraft et al., 2003).
Auch andere Arbeitsgruppen, wie Schwab et al. (1996; 1999; 2001a), sehen einen
ähnlich funktionierenden Einfluss Calcium-abhängiger Kaliumkanäle auf die
Migration. Eine polarisierte Verteilung des Kanals in der Zelle führt über eine zu
bestimmten Zeitpunkten vorkommende Aktivitätsänderung zu zyklischen
Volumenveränderungen der Zelle. Diese Veränderungen des Zellvolumens führen
möglicherweise durch Calcium vermittelt zu Depolymerisationen und
Polymerisationen des Actins und damit einer Alteration des Zytoskeletts, welche die
direkte treibende Kraft für die Migration darstellt. Diese Mechanismen funktionieren
aber nur durch eine ständige Aktivitätsänderung des Kanals. Wird die Öffnung der
Kanäle dauerhaft aktiviert, so wird der Migrationsprozess gehemmt (Schwab et al.,
1999; 2001a).
Demgegenüber fanden sich in unserer Arbeit Indizien dafür, dass der Anstieg des
intrazellulären Calciums durch Phloretin nicht für die Inhibierung der Migration
verantwortlich zu machen ist. Das lässt sich daraus schließen, dass die durch
Phloretin-Applikation erhöhte intrazelluläre Calciumkonzentration bei zusätzlicher
Zugabe von Paxilline erhöht blieb, während die phloretininduzierte Hemmung der
Migration durch Paxilline aufgehoben wurde. Das würde bedeuten, dass der von
Bordey et al. (2000) beschriebene Zusammenhang von erhöhtem intrazellulären
Calcium und einer Migrationshemmung von Gliomzellen auf eine Aktivierung von BK-
Kanälen durch das erhöhte intrazelluläre Calcium zurückgeführt werden müsste und
möglicherweise kein direkter Effekt des Calciums auf das Zytoskelett wäre.
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Abb. 17: Zusammenfassendes Modell zur Funktion von Ionenkanälen in migrierenden
Zellen
Modell, welches die derzeitigen Vorstellungen zur Funktion von Ionenkanälen in
migrierenden Zellen subsummiert. Salz-, gefolgt von osmotisch bedingter Wasseraufnahme,
vermittelt durch Ionenaustauscher HCO3
-/Cl- und Na+/H+, führt an der Spitze der Zelle zu
einer Ausstülpung eines Lamellipodiums. Der Anstieg des Zellvolumens, beziehungsweise
der Membranspannung triggern nun, möglicherweise vermittelt durch dehnungsaktivierte,
Ca2+ durchlässige Kationenkanäle einen Anstieg des intrazellulären Calciums. Dies führt
zusammen mit dem Ausfluss von Kaliumionen und der gleichzeizigen Zellschrumpfung zu
einer Retraktion am Zellende (modifiziert nach Schwab 2001a+b).
6.3.3. Zusammenfassung der Erkenntnisse zur Migration bei Gliomen
Die in dieser Arbeit gezeigte Inhibierung der Migration durch BK-Kanal-aktivierende
Substanzen und der von unserer Arbeitsgruppe und anderen Arbeiten beschriebene,
die Proliferation hemmende Einfluss von BK-Kanal inhibierenden Stoffen (Basrai et
al., 2002) oder der proliferationsfördernde und den Zellzyklus antreibende Einfluss
von BK-Kanal-aktivierenden Stoffen (Liu et al., 1998; Vaur et al., 1998; Wiecha et al.,
1998), decken sich mit der von Bordey et al. (2000) gemachten Entdeckung eines
„Entweder-oder“-Phänomens der Beeinflussung von Proliferation und Migration durch
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den Aktivitätszustand von BK-Kanälen. Von anderen Autoren wird diese Situation
auch als „Gehen-oder-Wachsen“ („go-or-grow“)-Theorie bezeichnet (Berens et al.,
1990; Merzak et al., 1994; Koochekpour et al., 1995; Chicoine und Silbergeld, 1997).
Das bedeutet, dass sich Zellen entweder teilen und proliferieren oder migrieren und
somit in umgebendes Gewebe ausbreiten, nicht aber beides zur gleichen Zeit tun.
Ein Wachstumsstimulator wie Azetylcholin (Guizetti et al., 1997; Bordey et al., 2000)
würde also indirekt die Migration hemmen, da er ja die Proliferation fördert. Dies stellt
natürlich eine für therapeutische Überlegungen äußerst prekäre Situation dar. Den
Ergebnissen unserer Arbeitsgruppe zur Folge würde also eine Hemmung der BK-
Kanalaktivität auch die Proliferation hemmen, die Migration jedoch scheinbar nicht
beeinflussen. Umgekehrt würde eine BK-Kanalaktivierung zwar die Migration
hemmen, die Proliferation jedoch sogar noch fördern. Mit Blick auf eine mögliche
therapeutische Anwendung von BK-Kanal-Öffnern als migrationshemmende
Substanzen ist deren Wirkung auf die Proliferation von Gliomzellen zu prüfen.
Entsprechende Experimente mit Phloretin, NS1619 oder weiteren BK-Kanal-
Aktivatoren sind bisher weder an Gliom- noch an anderen Tumorzellen durchgeführt
worden.
Ähnlich gegenteilige Einflüsse auf die einander ausschließenden Phänomene
Migration und Proliferation sind von Giese et al. (1996) in Abhängigkeit von
Extrazellulärmatrix und Zelldichte beschrieben worden. Die Zusammensetzung der
extrazellulären Matrix mit ihren Protein- und Nicht-Protein-Komponenten kontrolliert
viele Aspekte des Zellverhaltens wie Differenzierung, Proliferation, Zellform und
Migration (Lin und Bissell, 1993; Giese et al., 1994). Vermittelt über Integrin-
Rezeptoren, einer Gruppe zellulärer Adhäsionsmoleküle, die an die extrazelluläre
Matrix binden (Hynes, 1987; Edvardsen et al., 1994), kommt es nicht nur zur Haftung
der Zellen an der extrazellulären Matrix, sondern je nach Substrat auch zur direkten
Steuerung von Migration. Giese et al. (1996) stellten diesen unterschied-lichen
Einfluss an den zwei Proteinen der extrazellulären Matrix Merosin und Vitronectin
dar. Während die Zellen auf Merosin deutlich stärker migrierten, zeigten Zellen die
auf eine Vitronectin-Matrix aufgebracht wurden, einen proliferativeren Phänotyp.
Überschritten die Zellpopulationen auf beiden Matrixproteinen eine bestimmte
Zelldichte, näherten sich die Proliferationsraten wieder aneinander an und der
migrationsfördernde Einfluss war nicht mehr nachweisbar. Die Autoren schluss-
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folgerten daraus, dass höhere Zelldichte und migrationshemmende Substanzen zu
einem stärker proliferierenden Zelltyp führen, während die aktive Migration die
Proliferation unterdrückt.
Insgesamt kann man sagen, dass die durch eine veränderte extrazelluläre Matrix,
Zelladhäsionsmoleküle und  Rezeptoren an der Zelloberfläche beeinflusste Adhäsion
von Gliomzellen in Hinsicht auf eine Migrationsbeeinflussung bereits recht gut
untersucht ist (Giese et al., 1994, 1996; Okada et al., 1996; Haughland et al., 1997;
Zhang et al., 1998; Akiyama et al., 2001). Es zeigte sich, dass die extrazelluläre
Matrix in der Umgebung von Gliomzellen eine andere Zusammensetzung hat als in
gesundem Gewebe. Somit kann davon ausgegangen werden, dass Gliomzellen in
der Lage sind, die Zusammensetzung ihrer umgebenden Extrazellulärmatrix zu
modellieren und dadurch zur Förderung von Migration und Invasion beizutragen
(Gladson, 1999; Belot et al., 2001).
Auch Prozesse der enzymatischen Veränderung und Eröffnung des Raumes in
welchen sich die Bewegung der Zellen richtet, sind charakterisiert worden. Hier spielt
vor allem die Expression und Aktivitätsmodulation von Matrix-Metalloproteinasen
eine Rolle (Bodey et al., 2000; Kondraganti et al., 2000; Wick et al., 2001).
Bisher gab es jedoch nur wenige Untersuchungen dahingehend, welche
Veränderungen zur Generierung von Bewegung in Gliomzellen im Vergleich zu
normaler Glia in solch unterschiedlichem Ausmaß führen, und welche Prozesse es
auf zellulärer Ebene ermöglichen, durch die engen Interzellularräume zu migrieren.
Die hier vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass die Modifikation der Aktivität eines
einzelnen Ionenkanals in vitro einen klaren, spezifischen Effekt auf die
Migrationsstrecke von Gliomzellen hat. Dabei kann allerdings davon ausgegangen
werden, dass dieser Kanal unter in vivo-Bedingungen für die tumorbiologisch
maßgebliche Migrationsbeeinflussung sicher nur einen Baustein von mehreren
darstellt. In wie fern dieser aber möglicherweise eine Schlüsselposition einnimmt, ist
in weiteren Experimenten zu prüfen.
In glialen Müllerzellen beispielsweise wurde der Aktivität von BK-Kanälen eine solche
„Schalterfunktion“ eingeräumt, indem sie eine Schlüsselposition für die proliferative
Gliose von Müllerzellen einnimmt (Bringmann et al., 2002).
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6.4. Weiterführende Betrachtungen
Da in vivo jedoch multiple Faktoren (Kaczarek et al., 1999), wie oben beschrieben, im
Kontext betrachtet werden müssen, wäre nun nachzuweisen, ob der bei den von uns
durchgeführten in vitro-Experimenten nachweisbare deutliche Effekt der BK-
Kanalmodulation auch in vivo eine Rolle spielt und wenn ja, in welchem Ausmaß. Um
diese in vivo Bedingungen ansatzweise zu simulieren, könnte man die hier
vorgestellten Experimente in einer Kokultur – bestehend aus einem Gliomsphäroid
und einem Aggregat aus Hirngewebe – erneut wiederholen. Solche Kokulturen
wurden bereits Anfang der 90er Jahre etabliert (vergleiche: Bjerkvig et al., 1990). Ein
Sphäroid aus Gliomzellen würde es zum einen ermöglichen, die dritte Dimension der
Migration mit zu erfassen, die in unseren Experimenten nicht messbar war. Weiterhin
würde eine Kokultur die Möglichkeit bieten, auch Aussagen über die
Invasionsbeeinflussung durch die vorgenommene Kanalmodulation zu treffen.
Solche Migrationsassays sind für Gliome bereits etabliert, ohne dass dabei der
Einfluss spezieller Substanzen gemessen wurde. De Bouard et al. (2002) arbeiteten
mit verschiedenen Gliomspezies und implantierten diese in Hirnscheiben von
Nagetieren. Mit Hilfe von Immunhistochemie oder Fluoreszenz gelang der Nachweis
der invadierten Tumorzellen in den Hirnscheiben. Khoshyomn et al. (1998)
etablierten ein Kokultur-System von Hirnaggregaten aus fetalen Rattenzellen  und
Glioblastomsphäroiden. Diese wurden mit den vitalen Membranfluoreszenz-
farbstoffen DiO und DiI gefärbt, wodurch Migration und Invasion der Glioblastom-
zellen sichtbar gemacht werden konnte. Penar et al. (1998) zeigten das erste Mal an
solchen Kokulturen den Einfluss modifizierender Substanzen auf die Migration bzw.
Invasion. In diesem Fall führte die Hemmung einer Tyrosinkinase zur Hemmung der
Migration.
Sollten auch diese Experimente mit Kokulturen den von uns gezeigten Einfluss der
Ionenkanalmodulation auf die Migration und möglicherweise auch auf die Invasion
zeigen, dann wäre noch ein in vivo Versuch am Tiermodell sinnvoll. Dabei gilt es zu
bedenken, dass generell Schwierigkeiten bestehen, die Invasion eines humanen
Tumors im Tiermodell zu etablieren, da viele dieser humanen Tumoren kein
immunologisch kompetentes tierisches Gewebe invadieren (Penar et al., 1998).
Andererseits ist es jedoch schwierig tumorbiologische Eigenschaften eines humanen
Glioms in einem Tierversuch mit implantierten Rattengliomzelllinien zu imitieren
(vergleiche: Whittle et al., 1998). Bereits durchgeführt wurden solche Experimente
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von Engebraaten et al. (1999). Diese implantierten Sphäroide aus Gliomzelllinien und
Tumorbiopsien in Hirne von Ratten und wiesen dort ein Wachstum und eine Invasion
nach.
Bei allen diesen Versuchen gibt es jedoch bisher keinen, bei dem gleichzeitig die
Wirkung ionenkanalmodifizierender Substanzen untersucht wurde. Da solche Kanäle
ubiquitär in den meisten Organen exprimiert werden, bestünde hier die zusätzliche
Schwierigkeit, die modifizierende Substanz stereotaktisch in den Tumor applizieren
zu müssen, um eine generalisierte Wirkung zu vermeiden.
Auch bei der Erforschung der Mechanismen, mit denen der BK-Kanal die Migration
beeinflusst, gilt es noch viele Lücken zu schließen. Es wären beispielsweise weitere
Studien nötig, um die Rolle des BK-Kanals für den Calcium-Einstrom in die Zelle und
die Volumenregulation der Zelle besser zu beleuchten. Weiterhin könnte eine
Messung von Zytoskelettveränderungen unter Modulation der BK-Kanalaktivität
einen direkteren Zusammenhang der BK-Kanal-Aktivität zu Tage führen. Damit wäre
der Mechanismus, mit der der BK-Kanal die Migration von Gliomzellen beeinflusst,
möglicherweise besser verständlich.
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8. Anhang
Abbildungsverzeichnis
__________________________________________________________
Abb. 1: Tab. 1 Dignitätsbeurteilung von primären Hirntumoren modifiziert nach
Kleihues und Cavenee (2000)
Abb. 2: Tab. 2 Klassifikation von Gliomen in Auszügen aus dem WHO-Schema
primärer Hirntumoren (modifiziert nach Kleihues und Cavenee, 2000)
Abb. 3: Struktur der alpha- und beta-Untereinheit des BK-Kanals (modifiziert nach
Kaczorowski et al.,1996; Liu et al., 2002)
Abb. 4: Struktur des BK-Kanals bestehend aus 4 alpha-Untereinheiten und einer
beta-Untereinheit (modifiziert nach Brenner (2000a) und Homepage)
Abb. 5: Elektrophysiologische Eigenschaften von BK-Kanälen in 1321N1 humanen
Gliomzellen (Basrai et al., 2002; Kraft et al., 2001)
Abb. 6: Pharmakologische Beeinflussung der BK-Ströme in 1321N1 humanen
Gliomzellen (Abbildung modifiziert nach Basrai et al., 2002).
Abb. 7: Prinzip der Messung der zurückgelegten Strecke während eines 12 h
Intervalls schematisch dargestellt an einer Einzelzelle.
Abb. 8: Morphologische Veränderungen einer migrierenden 1321N1 humanen
Gliomzelle.
Abb. 9: Darstellung der Migration einer 1321N1 Astrozytomzelle
Abb. 10: Migrationsstrecke bei verschiedenen Konzentrationen des BK-Kanal
Blockers TEA (0,5; 1; 5 und 20mmol/l TEA) im Vergleich zur Kontrolle.
Abb. 11: Einfluss von BK-Kanal-Inhibitoren Iberiotoxin (IBTX, 100nM) und Paxilline
(5mM) auf die Migrationsstrecke bei 1321N1 Zellen.
Abb. 12: Signifikante Inhibierung der Migration unter Zugabe der BK-
Kanalaktivatoren Phloretin (100mM), NS1619 (100mM) und Azetylcholin (100mM).
Abb. 13: Phloretinexposition von 1321N1 Zellen während eines bestimmten
markierten Zeitintervalls - Nachweis der Reversibilität der Hemmung der Migration
unter Einfluss des BK-Kanal Öffners Phloretin (100mM).
Abb. 14: Koapplikation von BK-Kanal aktivierenden und hemmenden Substanzen.
Abb. 15: Einfluss von erhöhtem extrazellulärem Kalium auf die Migration von 1321N1
Astrozytomzellen.
Abb. 16: Einfluss von BK-Kanal-Aktivatoren auf Auswärtsströme in 1321N1-Zellen
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Abb. 17: Zusammenfassendes Modell zur Funktion von Ionenkanälen in
migrierenden Zellen (modifiziert nach Schwab 2001 a;b).
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